CARACTERIZACAO DA RESPOSTA MOLECULAR, CELULAR E FISIOLOGICA
DE Enterobacter cloacae UENF P7 A CADMIO

GABRIELA PETROCELI MOTA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
Campos dos Goytacazes - RJ
Marco de 2022



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

Mal7

Mota, Gabriela Petroceli.

CARACTERIZA(;:E«Q DA RESPOSTA MOLECULAR, CELULAR E FISIOLOGICA DE Enterobacter
cloacae UENF P7 A CADMIO / Gabriela Petroceli Mota. - Campos dos Goytacazes, R], 2022.

165 f. @ il.
Inclui bibliografia.

Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia) - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Biociéncias e Biotecnologia, 2022.

Orientadora: Aline Chaves Intorne.

Coorientadora: Marilia Amorim Berbert de Molina.

1. Resisténcia. 2. Cd. 3. Bacteria. 4. Enterobacter sp.. |. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. II. Titulo.

CDD - 570




CARACTERIZA(;AO DA RESPOSTA MOLECULAR, CELULAR E FISIOLOGICA
DE Enterobacter cloacae UENF P7 A CADMIO

GABRIELA PETROCELI MOTA

Tese apresentada ao Centro de Biociéncias
e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtencdo do titulo de
Doutora em Biociéncias e Biotecnologia.

Orientadora: Prof2 Aline Chaves Intorne
Co-orientadora: Prof2 Marilia Amorim Berbert de Molina

Campos dos Goytacazes - RJ
Marco de 2022



CARACTERIZACAO DA RESPOSTA MOLECULAR, CELULAR E FISIOLOGICA
DE Enterobacter cloacae UENF P7 A CADMIO

GABRIELA PETROCELI MOTA

Tese apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutora em Biociéncias e
Biotecnologia.

Aprovada em 18 de marco de 2022

Comissao examinadora:

Prof2 Dr2. Rachel Ann Hauser Davis (Fiocruz, RJ)

Prof. Dr. Fabio Lopes Olivares (LBCT/CBB/UENF)

Prof. Dr. Diogo de Abreu Meireles (LFBM/CBB/UENF)

Prof2. Dra. Aline Chaves Intorne (LBT/CBB/UENF) — Orientadora

Profa. Dra. Marilia Amorim Berbert de Molina (LBT/CBB/UENF) —
Co-orientadora



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me amparar nos momentos mais dificeis dessa caminhada, me dando
forcas para superar todas as dificuldades e me permitir chegar até aqui;

A UENF e ao Programa de pés-graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia, pela
oportunidade de realizar meu doutorado;

A CAPES pela concesséo da bolsa de Doutorado;

A FAPERJ, CAPES e CNPq pelo suporte financeiro para execucdo do projeto de
pesquisa,;

A minha orientadora, Pro® Aline Chaves Intorne por me receber em seu grupo de
pesquisa, pela dedicacdo nos ensinamentos e crescimento profissional, que foram
essenciais ha minha formacgéo;

A minha co-orientadora Prof2 Marilia Amorim Berbert de Molina por acreditar e
confiar em mim, por todo conhecimento e ndo ter soltado minha méo desde quando
iniciei na vida académica. Hoje finalizo meu ciclo académico com muita gratidao por
todo apoio e ensinamento durante esses 10 anos;

Aos colaboradores Dr2 Rachel Ann Hauser-Davis, Dr2 Cibele Maria Stivanin de
Almeida, Dr? Leticia Oliveira da Rocha, Dr Fabio Lopes Olivares, Dr Vanildo Silveira e Dr
Felipe Astolpho de Almeida que compartilharam o conhecimento e auxilio na obtencéo
dos dados;

Aos meus pais, Gilza Petroceli e José Antdnio Mota e minhas avés Clicelita
Petroceli e Rita Mota, por todo apoio, incentivo, por serem meu alicerce e me amarem
incondicionalmente;

Ao meu irmao Vinicius Petroceli, cunhada Andressa Bittencourt e sobrinhos Antdnio
e Davi por estarem presentes em todos 0s momentos da minha vida.

Ao meu marido Vinicius Azevedo que esteve presente em cada etapa da minha vida
académica, por todo apoio e por acreditar em mim quando eu achava que ndo era
possivel.

As minhas amigas Moara, Glacielen, Mariana, Analyse, Geodrgia, Emilane e Samella
pelos conselhos, ombro amigo nos momentos dificeis, pela confianca, por todo
conhecimento compartilhado e acima de tudo pela amizade.

Aos demais colegas do grupo de Microbiologia Ambiental pelo amor compartilhado
pela pesquisa e extensao;

Aos professores, técnicos e colegas do LFBM e LBT, em especial a Rivea Cristina e
Adao.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para eu estar aqui hoje.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS .....cooiviiiteeeeee et i1
LISTA DE FIGURAS ......oviiiteeee ettt IX
LISTA DE TABELAS.......ov ettt st anes X
RESUMO ...ttt ettt ea et ete et neste e ene st nene s XI
ABSTRACT ...ttt ettt ettt sttt n e XII
LUINTRODUGAOD ...t 1
2.0BIETIVOS ...ttt 8
2.1. OBJETIVO GERAL .....ocviiiecteeeee e 8
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cociiveeieeieeeeeee e 8

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccoooveeveeeececeeeeeee e 9
4. CAPITULO L. .oiiiiieeceeecee ettt 16
5. CAPITULO 2.ttt 45
B. CAPITULO 3.ttt 73
7. CONSIDERAGOES FINAIS. .....coiivieieeceeeee e 97
8. MATERIAL SUPLEMENTAR .......ooviiiieieeeeeeeet e, 99
9. APENDICE Aottt 118
10. APENDICE B....ovviieeeeee ettt 120

Vi



°C
pm
ML
ANOVA
As

C

Co
Ca
CAT
Cd
CIM
Co
CO2
CONAMA
CTE
Cu
DNS
DO
EPS
ERO
Fe

g

h
IARC

KEGG

LB
MET
MEV
Mg

LISTA DE ABREVIATURAS

Graus célsius

Micrédmetro

Microlitros

Andlise de variancia

Arsénio

Concentracgao residual

Concentracao inicial

Célcio

Catalase

Cadmio

Concentracao Inibitoria Minima
Cobalto

Dioxido de carbono

Conselho Nacional do Meio Ambiente
Cadeia transportadora de elétrons
Cobre

Acido 3,5 dinitrosalicilico

Densidade 6ptica

Substéncias Poliméricas Extracelulares
Espécies reativas de oxigénio

Ferro

Gramas

Hora

International Agency for Research on Cancer
Potéssio

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Litro

Luria Bertani

Microscopia Eletrénica de Transmissao
Microscopia Eletronica de Varredura

Magnésio

VII



mg
MH
min.
mL
Mn
Mo
MS

Ni

nm
NOAA

nr

Pb

SOD
TCA

Tt

UFC
USEPA
Zn

AS

Miligrama

Muller-Hinton Agar

Minutos

Mililitro

Manganés

Molibdénio

Minimal Salt Agar

Niquel

Nanbmetro

National Oceanic and Atmospheric Administration
N&o redundante

Fosforo

Chumbo

Enxofre

Superéxido dismutase

Ciclo do &cido tricarboxilico

Tempo final

Unidades Formadoras de Colbnias

Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos
Zinco

Consumo de glicose

VI



LISTA DE FIGURAS

INTRODUGCAO

Fig. 1 - Mecanismos de resisténcia a metais em bactéria.............cccccevvvvvvvvvnncnnnnn. 2

CAPITULO 1
Fig. 1 - CIM de ions metéalicos em meio solido para E. cloacae UENF P7........... 32

Fig. 2 — Cinética de crescimento e consumo de glicose no cultivo de E. cloacae
UENF P7 com 22,5 MG LT C oo 35

Fig. 3 — Morfologia e viabilidade celular de E. cloacae UENF P7 ap0s exposicao a
22,5 MO L Ca o 38

Fig. 4 — Morfologia da superficie celular de E. cloacae UENF P7 durante o cultivo
COM 22,5 MG LT Cl.reiiiiiiie et 39

CAPITULO 2

Fig. 1 - Cinética de crescimento e consumo de glicose no cultivo de E. cloacae
UENF P7 com 70 € 140 MQ L Cd.oovivieiiiiece et 61

Fig. 2 - Morfologia e viabilidade celular de E. cloacae UENF P7 apds exposicéo a
70 € 140 MG L Cluuviiiiieccie et 70

Fig. 3 - Morfologia da superficie celular de E. cloacae UENF P7 sob exposicao de
70 € 140 MG L Cluuvieiiiiicie et 71

Fig. 4 - Morfologia intracelular de E. cloacae UENF P7 durante a fase estacionaria
do cultivo com 70 € 140 MQ L™ Cd ..oovvveiiieecie e 72

CAPITULO 3

Fig. 1 - Cinética de crescimento e consumo de glicose no cultivo de E. cloacae
UENF P7 comM 70 MG L C...eeeieeeeee et 92

Fig. 2 - Proteinas reguladas positivamente no ciclo do acido tricarboxilico.......... 97

Fig. 3 - Proteinas reguladas positivamente na via de biossintese da
=110 11 ] 0= VS 99



LISTA DE TABELAS

INTRODUGCAO

Tab. 1 - Bactérias reSiStentes @ MELAIS. .. ... v 3

CAPITULO 1

Tab. 1 - CIM de Cd em meio sélido para E. cloacae UENF P7 e outras espécies
(0 L= o= Lo (=] 4 =TSRSS 33

Tab. 2 — Parametros de crescimento de E. cloacae UENF P7 cultivada com
2 1110 IR O o IO RO 35

Tab. 3 - Avaliacdo do pH no cultivo de E. cloacae UENF P7 com 22,5 mg L*
Tab. 4 - Concentragcdo média dos macronutrientes no cultivo de E. cloacae UENF
P7 COM 22,5 MG L Cl.ooiiiiiiee et 42

Tab. 5 - Concentracdo média dos micronutrientes no cultivo de E. cloacae UENF
P7 COM 22,5 MG L Cl.oeeiiiiieeccee ettt 44

CAPITULO 2

Tab. 1 - Pardmetros de crescimento de E. cloacae UENF P7 cultivada com 70 e
IOy T T e o SRRSO 62

Tab. 2 - Avaliacdo do pH no cultivo de E. cloacae UENF P7 com 70 e 140 mg L

CAPITULO 3

Tab. 1 - Proteinas UP reguladas em biomassa de E. cloacae UENF P7 cultivada
COM 7O MY L Gt e et e e e e e e aae e e ens 98



RESUMO

A contaminacdo ambiental por cadmio (Cd) vem crescendo nas Ultimas décadas, o
gue tem aumentado a pressao de selecdo por organismos resistentes a esse metal.
Cadmio € extremamente toxico e sem funcdo biologica descrita, mas alguns
organismos com vias metabdlicas especializadas demonstram capacidade de resistir
ao estresse gerado por ele. Neste trabalho, foi examinada a resisténcia de
Enterobacter cloacae UENF P7, uma bactéria isolada de planta aquatica Pistia
stratiotes, a altas concentracbes de Cd, buscando identificar também os
mecanismos utilizados para este fim. A bactéria foi cultivada em frascos agitados, a
30 °C e 165 rpm, em meio liquido suplementado com concentracdes crescentes de
Cd (22,5, 70 e 140 mg L7, analisando-se a cinética de crescimento
(espectrofotometria), a viabilidade celular e aspectos morfolégicos (microscopia
Otica, kit LIVE/DEAD®, MET e MEV), assim como as alteracdes na dinamica de
captacdo de nutrientes e capacidade de remocdo de Cd do meio de cultivo por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Amostras recolhidas
ao final do cultivo no meio com 70 mg L Cd foram submetidas a analise proteémica,
por espectrometria de massa (Synapt G2-Si HDMS), visando identificar proteinas
diferencialmente expressas sob essa condicdo estressante. Os resultados
mostraram que a concentracdo de 22,5 mg L' Cd ndo alterou a cinética de
crescimento e a producdo de biomassa foi similar ao controle (DOeso0=4). Ambos
apresentaram producdo de exopolissacarideos e ndo foram identificadas alteracfes
celulares. Além disso, essa condicdo implicou em maior demanda de alguns
macronutrientes (Mg, P, K, Ca e S) e micronutrientes (Mn e Cu), 0 que pode estar
relacionado aos processos metabdlicos e enzimaticos envolvidos na estratégia
usada pela bactéria para contornar o estresse provocado pelo Cd (Capitulo 1). Em
meios com 70 e 140 mg L' Cd, houve diminuicdo do pH durante o cultivo e
incremento na producdo de células (DOs00=14,3 e 11,6, respectivamente) em
relacdo ao controle (DOso0=4). Foram observadas células viaveis no tempo final,
mas também alteracbes na morfologia e presenca de granulos eletrodensos, que
foram ausentes no controle. A bactéria foi capaz de remover até 57,7 mg L e 136,2
mg L de Cd, respectivamente, nos meios com 70 e 140 mg L Cd (Capitulo 2). A
analise protedmica revelou proteinas reguladas positivamente ao final do cultivo em
meio com 70 mg L' Cd, dentre essas, proteinas associadas a processos de
extrusdo do metal, a imobilizacdo por metaloproteinas e a defesa antioxidante.
Houve também regulacdo positiva de proteinas relacionadas ao metabolismo
energético e de aminoacidos. Esses dados ajudam a explicitar alguns dos
mecanismos envolvidos na desintoxicacdo de cadmio pela bactéria e sua
capacidade de produzir elevadas concentracdes celulares sob estresse com o metal.
Em conjunto, os resultados aqui obtidos evidenciam a resisténcia de E. cloacae
UENF P7 ao Cd e mostram seu potencial para processos biotecnoldgicos, como a
remediacao de aguas residuais contaminadas com Cd.

Palavras chaves: Resisténcia; Cd; Bacteria; Enterobacter sp.

Xl



ABSTRACT

Environmental contamination by cadmium (Cd) has been increasing in recent
decades, which has increased the selection pressure for organisms resistant to this
metal. Cadmium is extremely toxic and has no described biological function, but
some organisms with specialized metabolic pathways demonstrate the ability to resist
the stress generated by it. In this work, we examined the resistance of Enterobacter
cloacae UENF P7, a bacterium isolated from the aquatic plant Pistia stratiotes, to
high concentrations of Cd, also seeking to identify the mechanisms used for this
purpose. The bacteria were cultivated in shake flasks, at 30 °C and 165 rpm, in liquid
medium supplemented with increasing concentrations of Cd (22.5; 70 and 140 mg L
1), analyzing the growth Kkinetics (spectrophotometry), the cell viability and
morphological aspects (optical microscopy, LIVE/DEAD® kit, TEM and SEM), as well
as changes in the dynamics of nutrient uptake and Cd removal capacity (ICP-OESs)
from the culture medium. Samples collected at the end of cultivation in the medium
with 70 mg Lt Cd were submitted to proteomic analysis by mass spectrometry
(Synapt G2-Si HDMS), aiming to identify proteins differentially expressed under this
stressful condition. The results showed that the concentration of 22.5 mg L Cd did
not change the growth kinetics and the biomass production was similar to the control
(ODs00=4). Both showed production of exopolysaccharides and no cellular changes
were identified. In addition, this condition implied a greater demand for some
macronutrients (Mg, P, K, Ca and S) and micronutrients (Mn and Cu), which may be
related to the metabolic and enzymatic processes involved in the strategy used by
the bacteria to circumvent the stress caused by Cd (Chapter 1). In media with 70 and
140 mg L Cd, there was a decrease in pH during cultivation and an increase in cell
production (ODe00=14.3 and 11.6, respectively) in relation to the control (ODesoo=4).
Viable cells were observed at the final time, but also changes in morphology and
presence of electron-dense granules, which were absent in the control. The
bacterium was able to remove up to 57.7 mg L't and 136.2 mg L of Cd, respectively,
in media with 70 and 140 mg L Cd (Chapter 2). Proteomic analysis revealed up-
regulated proteins at the end of cultivation in a medium with 70 mg L-* Cd, including
proteins associated with metal extrusion processes, immobilization by
metalloproteins and antioxidant defense. There was also upregulation of proteins
related to energy and amino acid metabolism. These data help to explain some of the
mechanisms involved in the detoxification of cadmium by the bacteria and its ability
to produce high cellular concentrations under stress with the metal. Taken together,
the results obtained here show the resistance of E. cloacae UENF P7 to Cd and
show its potential for biotechnological processes, such as the remediation of Cd-
contaminated wastewater.

Key words: Resistance; Cd; Bacteria; Enterobacter sp.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo por metais € um problema mundial com implicacbes
socioambientais, ecoldgicas e econdmicas. A presenca desses elementos em
ecossistemas de &gua doce ¢€ intensificada por meio de atividades
antropogénicas, como operacdes de mineracdo, efluentes industriais e
domeésticos, curtumes, baterias e escoamento de insumos agricolas,
principalmente, fertilizantes fosfatados (Ali e Khan, 2019; Saravanan et al., 2022).
Segundo Bolisetty et al. (2019), 31% dos contaminantes quimicos presentes na
agua sao metais e metaloides.

Os metais sdo considerados um sério desafio aos ecossistemas aquaticos
porque ndo podem ser degradados (Croteau et al., 2005; Ali e Khan, 2019),
constituindo uma ameaca, quando biodisponiveis, principalmente em virtude da
possivel bioacumulac&o e biomagnificacdo ao longo da cadeia trofica (Ali e Khan,
2019). Metais como cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo (Cr) e zinco (Zn) sé&o
frequentemente encontrados em corpos hidricos (Azimi et al.,, 2017). O Cd,
especialmente, tém atraido atencéo por ser considerado o terceiro contaminante
de maior perigo para o meio ambiente, depois do Hg e do Pb (Ismael et al., 2019).
Em nivel molecular, o Cd causa estresse oxidativo, mudancas epigenéticas na
expressao do DNA e interferéncia competitiva com a acao fisiologica de Zn ou Mg
(Matovic et al., 2011; Wang et al., 2012; Bernhoft, 2013; Zhang e Reynolds, 2019).
A literatura relata que ions metalicos de Cd sdo muito tdéxicos, mesmo em
concentracdes de 0,001-0,1 mg L (Alkorta et al., 2004).

Por conseguinte, tecnologias inovadoras para remediacdo de ecossistemas
aquaticos contaminados tém surgido e atraido interesse, como a biorremediacdo
mediada por microrganismos. As abordagens de remediacdo biolégica sao
promissoras por serem ecologicamente corretas e mais baratas (50-65%)
comparadas a processos convencionais (Ojuederie e Babalola, 2017).

Nesse cenario, a exposicéo prolongada a contaminacdo por metais levou, ao
longo da evolugdo, o desenvolvimento de diversos mecanismos fisiologicos e
genéticos de resisténcia em microrganismos (Figura 1) (Das et al., 2016). Esse
processo adaptativo atenua a toxicidade causada pela presenca dos elementos

metalicos no ambiente.



Fig. 1 - Mecanismos de resisténcia a metais em bactéria. 1- bombas de efluxo, que
expelem o excesso de ions metalicos (Me) da célula; 2- biotransformacao, mediada por
reacdes de oxidacdo microbiana e reducdo de metais; 3- producdo de sideréforos
(moléculas organicas que podem quelar e mobilizar varios metais); 4- bioacumulagéo,
que envolve a transferéncia do metal da matriz contaminada para a biomassa microbiana;
5- precipitacdo do metal no ambiente; 6- producdo de metalotioneina (proteinas ricas em
cisteina que podem complexar com ions metalicos); 7- Producdo de matriz de
exopolissacarideos (EPS) 8- biossor¢éo, processo de absor¢do do metal ou retengéo por
adsorcdo. Adaptado de Osman et al. (2019).
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Devido a sua natureza adaptativa e mecanismo celular, as bactérias podem
resistir e remover diferentes tipos de metais, como Cu, Cd, Co e Fe (Tabela 1).
Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Bacillus sp. e Enterobacter sp. ja foram
descritos com essas caracteristicas (Abbas et al., 2014; Kamran et al., 2015;
Ahmad et al., 2016; Ka-ot et al., 2018; Heidari et al., 2020; Ramos et al., 2020).
Nesse contexto, alguns desses mecanismos podem ser explorados para a

biorremediagéao.



Tab. 1 - Bactérias resistentes a metais.

Microrganismos

Metais

Referéncias

Enterobacter sp. DNB-S2

Rhodococcus erythropolis,
Loktanella cinnabarina, Dietzia
maris, Bacillus subtilis,
Pseudomonas stutzeri

Enterobacter sp. YSU e
Stenotrophomonas maltophilia O2

Enterobacter sp. SL e
Acinetobacter sp. SL-1

Pseudomonas saponiphila,
Pseudomonas hunanensi,
Pseudomonas aeruginosa e
Pseudomonas asiatica

Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter sp., Citrobacter sp.,
Acinetobacter sp., Serratia sp.,
Klebsiella sp. e Enterococcus sp.

Pseudomonas aeruginosa RA-14

Bacillus sp.

Saccharomyces cerevisiae

Cupriavidus metallidurans CH34

Enterobacter cloacae, Enterobacter
kobei, Bacillus cereus, Rhizobium
pusense e Agrobacterium
tumefaciens

Viridibacillus arenosi B-
21, Sporosarcina soliB-
22, Enterobacter cloacae KJ-46
e E. cloacae KJ-47

Cd, Pb, Ni, Cu, Cre Zn

Cd, Co, Cu, Zn, Mn e Ni

Hg, Cd, Zn, Cu, Cr, Pb,
Au, Ag, As e Se

Zn,CdeCr

Cu, Cd, Co, Hg e Zn

Pb, Nie Cd

Hg, Pb, Zn, Cu, Cd e Ni

As, Zn, Cd, Pb, Cu, Cr,
Hg, Mn, Mo, Au, Ag

Zn, Cu, Ag, Cd
Cd, Hg, As, Zn, Co, Ni,
Pb, Cr

CdePb

Pb, Cd e Cu

Sun et al. (2020)

Gillard et al. (2019)

Holmes et al. (2009)

Sun et al. (2020)

Ramos et al. (2020)

Ajmal et al. (2021)

Al-Ansari et al. (2021)

Alotaibi et al. (2021)

Farcasanu e Ruta
(2017)

Mergeay e Houdt
(2020)

Abdollahi et al. (2020)

Kang et al. (2016)

Enterobacter cloacae € um bastonete Gram-negativo, anaerobico facultativo,

pertencente a familia Enterobacteriaceae (Liu et al., 2013; Singh et al., 2017).

Segundo Ristuccia e Cunha (1985), apresentam largura entre 0,5 a 0,8 um e

comprimento entre 1,0 a 2,0 um, méveis por flagelos peritriquios. O género foi



descrito pela primeira vez em 1960, porém, ao longo dos anos houve mudancas
taxondémicas (Hormaeche & Edwards, 1960).

As principais vias metabdlicas sdo conservadas entre as diferentes cepas
E. cloacae, dentre elas a capacidade de usar diferentes fontes de carbono
(exemplos: glicose, lactose, frutose, sacarose, arabitol, glicerol) (Liu et al., 2013;
Singh et al.,, 2017). A faixa 6tima de pH para crescimento estd compreendida
entre 5 e 7 (Khanna et al., 2011).

Essa bactéria € ubiqua na natureza, podendo se associar a uma variedade
de hospedeiros e nichos ecoldgicos. Estudos relatam o isolamento dessa bactéria
de plantas (Khalifa et al., 2016; Macedo-Raygoza et al., 2019; Panigrahi et al.,
2020) e ambientes contaminados com metais (Banerjee et al., 2015; Bojorquez et
al., 2016; Das et al., 2017; Sabullah et al., 2017).

A variedade de habitats reflete a diversidade genética e versatilidade
metabdlica da espécie E. cloacae (Liu et al.,, 2013). A espécie € mais relatada
como patégeno humano oportunista e de relevancia clinica, responsavel por
vérias infeccdes hospitalares (Mezzatesta et al., 2012; Davin-Regli et al., 2019).
No entanto, muitas cepas apresentam aptiddes positivas que sao exploradas para
processos biotecnoldgicos. Por exemplo, atuam na promocao do crescimento
vegetal (Singh et al., 2017; Saeed et al., 2019; Ghosh et al., 2022), na produgé&o
de hidrogénio (Nath et al.,, 2015; Balachandar et al., 2020), biosurfactante
(Ekprasert et al., 2020; Uyar e Saglam, 2021) e em processos de biorremediagao
(Banerjee et al., 2015; Ghosh et al., 2022).

Dessa forma, devido a grande importancia da bactéria na area tecnoldgica,
muitos trabalhos investigam a sua capacidade para resistir e remover metais e
metaldides, bem como os mecanismos envolvidos nesse processo (Naik et al.,
2012; Chen et al., 2016; Dash et al., 2020; Nwaehiri et al., 2020; Khanthom et al.,
2021). Por exemplo, E. cloacae TU, isolada de solo contaminado, apresentou
excelente desempenho na remocéo de Cd (37,4-97,4%), por meio de adsorcao,
absorcéo e producédo de EPS (Xu et al., 2017). Os autores relatam mudancas na
morfologia quando expostas ao Cd, caracterizadas por depressdoes e
deformagBes apOs adsorver o metal. Alteracbes morfologicas, em células
bacterianas, podem ser mecanismos de defesa para reduzir o estresse por metais
(Jiang et al., 2019; Sun et al., 2020; Wang et al., 2020).



Do mesmo modo, mudancas morfolégicas, como aumento no tamanho
(~62%) e reducdo de volume celular foram relatadas na cepa E. cloacae RSN3
sob estresse de arsénio (As) (Dash et al., 2020). Analises por espectroscopia de
absorcdo atbmica (AAS) demonstraram que esta bactéria foi capaz de absorver
32,22% do metaldide quando cultivada em meio nutriente.

Resultados promissores para remocao de metal, empregando mecanismos
diversificados, também foram descritos em outros estudos. Por exemplo,
E. cloacae P2B mostrou resisténcia a Pb, Cd e Hg, bem como foi capaz de
remover, por meio de EPS, 17% de Pb em pH 7,2 (Naik et al., 2012). Bojorquez et
al. (2016), mostram que a cepa E. cloacae LMG foi eficiente na sorcédo de Cd e
Pb, em uma taxa de 15 e 72%, respectivamente. A cepa E. cloacae AS10 mostrou
capacidade de acumular Cd intracelular e adsorver na parede celular por meio de
ligacbes com grupos funcionais. A taxa de remocdo do metal do meio
compreendeu os valores entre 72,11 a 98,81%, dependendo da concentracao
inicial (Ghosh et al., 2022).

Na literatura também é documentado que a exposicdo a metais altera os
perfis de expressdo proteica como forma de adaptacdo ao meio estressante.
Chuanboon et al. (2019) relatam que trés cepas E. cloacae (ATCC 13047, EC01 e
ECO07) foram resistentes e removeram Cd através de mecanismos de sor¢do. Os
autores também mostraram que um conjunto de proteinas foi regulado
positivamente em resposta a toxicidade do Cd, como catalase, Hsp20, malato
desidrogenase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, superéxido dismutase,
frutose-bifosfato aldolase, GroEL, hidrolase putativa, ATP sintase, enolase,
sistema PTS especifico para glicose, hidroperoxidase. E. cloacae B1 absorveu
95,25% de Pb, 64,17% de Cd e 36,77% de Ni, apds trés dias de exposicdo
apresentou expressdo de proteinas envolvidas na reducdo de estresses
oxidativos causado pela presenca dos metais (Banerjee et al., 2015).

A cepa Enterobacter cloacae UENF P7, objeto de estudo do presente
trabalho foi isolada da planta aquatica hiperacumuladora de metais, Pistia
stratiotes, proveniente do Rio Paraiba do Sul (RPS) (Resende-RJ, Brasil) (Silva,
2017). O RPS é um rio de médio porte que atravessa os estados de Minas Gerais,
Séo Paulo e Rio de Janeiro, os trés estados mais desenvolvidos do Brasil

(Carvalho et al., 2002). Ao logo da bacia hidrografica, parques industriais e
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cidades foram estabelecidos, consequentemente, o rio recebe efluentes dessas
atividades: escoamento agricola, residuos industriais e esgoto doméstico
(Miguens et al., 2016). Portanto, o RPS € impactado por elevadas concentraces
de metais (por exemplo: Cd, Cu, Fe, Co, Cr, Zn e Pb), sendo considerado poluido
(Meneguelli-Souza et al., 2021; Miguens et al., 2016). Nesse contexto, Dalcorso et
al. (2019) afirmam que cepas isoladas de plantas hiperacumuladoras e de
ambientes contaminados s&o mais resistes a metais e tém maior potencial para
biorremediacao de metais.

E. cloacae UENF P7 teve seu genoma sequenciado e foi evidenciado a
presenca de varios genes codificadores de proteinas envolvidas com a resisténcia
a metais(loide) (Cu, Zn, Co, Cd, Ni e As) na bactéria, como transportadores de
efluxo de membrana e enzimas antioxidantes. Em ensaios in vitro a bactéria
apresentou resisténcia a Cd e Cu (Silva, 2017).

Em suma, é de grande interesse desvendar os mecanismos envolvidos na
resisténcia e biorremediacdo de metais por E. cloacae UENF P7 para serem
explorados em processos biotecnoldgicos voltados para a desintoxicacdo ou
remocdo de metal do meio. Neste sentido, o trabalho apresentado a seguir foi
organizado e dividido em trés capitulos.

No Capitulo 1, inicialmente foi avaliada a capacidade de E. cloacae UENF
P7 em resistir a diferentes metais. Dentre 0s metais, a cepa apresentou maior
resisténcia ao Cd. Portanto, foi explorada a resposta dessa espécie bacteriana ao
Cd (22,5 mg L? Cd), avaliando-se a cinética de crescimento, sua morfologia e
remocdo de ions. Essa cepa mostrou ser resistente a concentracdo do metal
testada e ndo apresentou alteracbes morfoldgicas, bem como foi capaz de
remover o metal do meio.

No Capitulo 2, foi explorada a resposta de E. cloacae UENF P7 a
concentracdes ainda mais elevadas de Cd no meio de cultivo (70 e 140 mg L*
Cd). Foi estudada a cinética de crescimento, a producdo de biomassa bacteriana,
viabilidade celular, caracteristicas morfolégicas, capacidade de sor¢cdo do metal e
0 monitoramento do pH. Os resultados mostraram que o crescimento desta cepa
em ambas concentragdes de Cd, foi superior ao controle e demonstrou elevada
capacidade de remocao deste metal. Isto indica que a bactéria foi capaz de ativar

mecanismos de protecdo contra 0 agente estressor e utilizar vias metabdlicas

6



alternativas para obtencdo de energia. Também foi verificado modificacbes
morfologicas e diminuicdo dos valores de pH do meio, que pode influenciar na
remocao do metal.

No Capitulo 3, visando ampliar o conhecimento sobre o crescimento de
E. cloacae UENF P7 em 70 mg Lt Cd e reduzir a influencia do pH na remocéo do
metal, foi realizado cultivo em meio tamponado para estudar a cinética de
crescimento, producdo de células, remocdo de Cd e andlise protebmica em
momento previamente determinado do processo. Os resultados evidenciaram que
nas condi¢cdes avaliadas, E. cloacae UENF P7 apresentou maior remocao de Cd
e mecanismos eficientes de defesas antioxidantes para contornar os possiveis

efeitos negativos desse metal.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a cepa Enterobacter cloacae UENF P7, isolada da planta aquética
Pistia stratiotes, sob condicfes de estresse metélico e investigar seu potencial

para biorremediacéo de Cd.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Determinar a concentracdo inibitéria minima dos metais Cd, Co, Fe e Cu, em
meio solido, para Enterobacter cloacae UENF P7;

B. Avaliar a cinética de crescimento bacteriano em meio liquido com diferentes
concentracdes de Cd, de modo a identificar o efeito do metal sobre a producéo
de biomassa;

C. Verificar a viabilidade celular da cepa sob influéncia do agente estressante Cd;

D. Identificar possiveis modificacbes na morfologia da célula bacteriana em
exposicao ao Cd;

E. Analisar a influéncia de Cd na composicéo nutricional das células;

F. Avaliar a eficiéncia de remocao de Cd por E. cloacae UENF P7;

G.Realizar andlise de protedmica da biomassa bacteriana obtida em meio
contendo alta concentracdo de Cd, buscando investigar os mecanismos

utilizados por E. cloacae UENF P7 para resisténcia ao metal.
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CAPITULO 1

RESUMO

A crescente biodisponibilidade de metais toxicos no ambiente aquatico em
decorréncia de atividades antropicas € um problema que demanda a busca por
solugdes de mitigacdo e controle. O cadmio (Cd) € um metal hidrossoluvel de
elevada toxicidade, com dificil remocado dos corpos hidricos, o que tem
incentivado estudos de biorremediacdo, empregando-se bactérias resistentes
ao metal como alternativa para recuperar areas contaminadas. Neste trabalho,
foi examinada a capacidade de Enterobacter cloacae UENF P7, uma bactéria
isolada de planta aquatica Pistia stratiotes, em resistir a altas concentracfes de
cadmio, sendo avaliado o crescimento da cepa, sua morfologia e captacédo de
ions. Inicialmente, foi determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos
metais cobalto (Co), cobre (Cu), ferro (Fe) e Cd para a bactéria em cultivo em
meio soélido. Em seguida, foi analisado o efeito do Cd sobre a cinética de
producdo de biomassa microbiana, viabilidade celular, caracteristicas
morfolégicas da célula, biossorcdo do metal pela bactéria e alteracbes na
dindmica de captacdo de nutrientes do meio de cultivo. Para tanto, a bactéria
foi cultivada em meio LB (controle) ou LB suplementado com CdClz2 (22,5
mg L de Cd), em frascos Erlenmeyer, a 30 °C e 165 rpm. Como resultado, a
cepa cresceu na presenca dos quatro metais testados. Co foi o mais toxico
deles (CIM: 470 mg L), seguido por Cu (CIM: 1.200 mg L), Fe (CIM: 1.600
mg L) e Cd (CIM: 8.000 mg L?), cuja a maxima concentragdo com formagéo
de coldnia foi extremamente elevada (7.300 mg L). Neste sentido, ao analisar
a cinética de crescimento da bactéria em meio liquido suplementado com Cd
(22,5 mg L), o cultivo foi muito similar ao obtido no controle, com densidade
Optica maxima (DO: 4,1) e tempo de fermentacao iguais (8 h). A conversao da
DO em concentragao celular, bem como a quantificacdo por unidade formadora
de colbnia, a andlise de viabilidade celular e de microscopia de contraste de
fase confirmaram a equivaléncia na producdo de células no meio LB com e
sem a adicdo de Cd. As imagens de microscopia eletrbnica de varredura
mostraram auséncia de alteracfes celulares nas células expostas a Cd, mas
evidenciaram maior producdo de exopolissacarideos. Andlise por ICP-MS
mostrou que a bactéria foi capaz de remover Cd do meio. Os dados mostraram
também que células de E. cloacae UENF P7 desafiadas com Cd tiveram maior
demanda de macronutrientes (Mg, P, K, Ca e S) e micronutrientes (Mn e Cu), o
gue pode estar relacionado a capacidade da bactéria em contornar o estresse
mediado por Cd, utilizando esses elementos em enzimas e processos
metabdlicos. Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que a cepa E.
cloacae UENF P7 é altamente resistente a Cd, bem como possui mecanismos
de remocao do metal, sendo candidata a formulacdo de um inoculante em
processos de biorremediacgao.

Palavra-chave: Bactéria; Resisténcia a  estresse; Metal toéxico;
Exopolissacarideo; Composicao nutricional.
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1. INTRODUCAO

O despejo de efluentes domésticos e industriais ndo tratados nos corpos
hidricos, assim como os fertilizantes e pesticidas lixiviados, podem levar a
eutrofizacdo e poluicdo das aguas (Abbas et al., 2014; Ayele e Atlabachew,
2021; Wang et al., 2020). Neste contexto, a contaminacdo por metais constitui
um problema global e uma ameaca crescente, uma vez que esses elementos
nao sdo degradados e podem se acumular na cadeia tréfica (Kumar et al.,
2019).

Metais como cobre, ferro e cobalto sdo micronutrientes essenciais para o
funcionamento celular, porém, em elevadas concentracdes, podem ser toéxicos
(Crans e Kostenkova, 2020). No caso do cadmio (Cd), mesmo em
concentragbes baixas (0,001 - 0,1 mg L?) (Alkorta et al., 2004), o elemento
apresenta toxicidade para a maioria dos organismos (Khan et al., 2017), sendo
considerado um potencial carcinogénico pela Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC)
(Joseph, 2009). Embora ndo seja metal redox, o Cd pode causar estresse
oxidativo, levando a danos no DNA e na sintese de acidos nucléicos e
proteinas (Chen et al., 2016). Somado a isso, € muito solivel em agua, o que
aumenta seu potencial de contaminacado (Das et al., 2014, Li et al., 2018; Shi et
al., 2020).

O Rio Paraiba do Sul esté& localizado no principal eixo industrial do Brasil,
tendo suas aguas afetadas por multiplos usos, por exemplo: pela inddstria,
agricultura, exploracéo de areia, reservatérios, abastecimento e canalizacdo do
rio (Britto et al., 2016). Alguns estudos tém relatado a presenca de metais (Cd,
Cr, Cu, Pb, Ni, As e Zn) dissolvidos na agua do rio, no material particulado e no
sedimento (Meneguelli-Souza et al., 2021; Valitutto et al., 2007).

Pistia stratiotes € uma planta aquatica hiperacumuladora de Cd (Ergdnul
et al.,, 2020), com ampla distribuicdo no Rio Paraiba do Sul (Valitutto et al.,
2007). Recentemente, Enterobacter cloacae UENF P7 foi isolada de
P. stratiotes coletada no rio e teve seu genoma sequenciado. Dessa forma, foi
evidenciada a presenca de varios genes codificadores de proteinas de
resisténcia a metais na bactéria, como transportadores de efluxo de membrana

e enzimas antioxidantes (Silva, 2017).
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Microrganismos isolados de ambientes contaminados com metais
apresentam estratégias para sobreviver e combater o estresse através de
diferentes mecanismos. A secrecdo de substancias poliméricas extracelulares
(EPS) pode imobilizar ions metélicos (Dhanya et al., 2021; Vélez et al., 2021) e
sistemas de transporte removem e acumulam o metal tdxico através de
mecanismos fisico-quimicos (Abbas et al., 2018).

Enterobacter cloacae ja foi isolada de plantas (Khalifa et al.,, 2016;
Macedo-Raygoza et al., 2019; Panigrahi et al., 2020) e diferentes nichos
ecoldgicos: lodo de esgoto ativado (Guo et al., 2015), aterro sanitario (Rahman
et al., 2015), 4gua e solo contaminados com metais e hidrocarbonetos
(Banerjee et al., 2015; Bojoérquez et al., 2016; Das et al., 2017; Kamaludeen e
Ramasamy, 2008; Sabullah et al., 2017). Estudos in vitro tém verificado a
capacidade da espécie em resistir a elevadas concentracdes de Cd (Chen et
al., 2016; Xu et al., 2017), Cu (Khanthom et al., 2021; Mazalan et al., 2020), Fe
(Nwaehiri et al., 2020; Pattnaik et al., 2020) e chumbo (Pb) (Banerjee et al.,
2015; Das et al.,, 2017). Algumas cepas apresentaram mecanismos de
resisténcia a metais envolvendo mudancas morfologicas (Naik et al., 2012; Xu
et al., 2017), producdo de sideréforos (Chen et al., 2016), producdo de EPS
(Naik et al.,, 2012; Xu et al., 2017), atividade de enzimas antioxidantes
(Banerjee et al., 2015) e adsor¢cdo e absorcdo de metais (Bojorquez et al.,
2016; Chen et al., 2016; Xu et al., 2017).

No presente trabalho, foi analisada a resisténcia de E. cloacae UENF P7
aos metais Co, Cu, Fe e Cd, avaliando-se detalhadamente o efeito de Cd sobre
o crescimento da bactéria, a sua viabilidade, morfologia e ultraestrutura das
células. Também foi estudado o impacto deste metal sobre a composicdo
nutricional de E. cloacae. Os resultados mostraram que a cepa UENF P7 foi

capaz de contornar a toxicidade de Cd, sendo altamente resistente ao metal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cepa bacteriana e preparo de indculo

Enterobacter cloacae UENF P7 foi isolada da raiz da planta aquatica
Pistia stratiotes, coletada no Rio Paraiba do Sul, em Resende-RJ, Brasil. O
namero de acesso a cepa no GenBank € NQLK 00000000.1(Silva, 2017).

Culturas da bactéria foram estocadas em solucao de glicerol 40% a -80 °C
e ativadas em meio Luria-Bertani (LB) solido. Foi utilizado para in6culo meio LB
modificado (g L™): glicose, 10; triptona, 10; extrato de levedura, 5; NaCl, 5 com
pH 6,0 (Xu et al., 2017). O cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
com chicanas, contendo 50 mL de meio e inoculados com alcadas de cultura
fresca ativadas em meio solido. Os frascos foram incubados a 30 °C e 165 rpm,

em agitador orbital (SOLAB SL-222) até o cultivo alcangar midlog.

2.2. Solucao dos metais

As solucdes estoques (1 mol L?1) foram preparadas usando graus
analiticos de sais metalicos (CdCl2.H20 - CINETICA; FeCls.6H20 - VETEC,
CoCl2.6H20 e CuCl2.2H20 - DINAMICA) em &gua ultrapura (Sistema Milli-Q),
esterilizada por filtracdo com membrana de 0,22 um. Aliquotas das solucdes
foram adicionadas ao meio de cultivo em volume adequado para obter as

concentracdes desejadas dos ions metélicos.

2.3. Determinacéo da Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM de cada metal para a cepa bacteriana foi determinada de acordo
com o método descrito por Wiegand et al. (2008). Para tanto, 10 puL de indculo
foram transferidos para placas de Petri contendo meio GYS sélido modificado
(g L% glicose, 10; extrato de levedura, 6; (NH4)2S04, 1,5; MgS04.7H20, 0,5;
K2HPO4, 0,5; agar-agar, 15; com pH 6,0) (Berbert-Molina et al., 2008)
suplementado com concentracdes crescentes de Co (95 a 470 mg L1), Fe (135
a1.600 mg L?), Cu (85a1.200 mg L) e Cd (900 a 8.000 mg L1). As placas de
Petri foram incubadas a 30 °C por 7 dias em estufa bacteriologica (HERAEUS
6200). Para controle, o cultivo também foi realizado em meio sem

suplementacao dos sais metalicos.
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2.4. Cultivo bacteriano em meio liquido suplementado com Cd

A cinética de crescimento bacteriano em meio contendo Cd (22,5 mg L)
foi avaliada empregando-se frascos Erlenmeyer de 500 mL, com chicanas,
contendo 100 mL de meio e 5 % v/v de inéculo. Meio LB sem adi¢ao de Cd foi
empregado como controle. Os frascos foram incubados em agitador orbital
(SOLAB SL-222) a 30°C e 165 rpm.

O crescimento celular foi monitorado por espectrofotometria (SHIMADZU
UV-1800), a 600 nm (DOeoo), de amostras retiradas em intervalos regulares, até
o cultivo atingir a fase estacionaria. Posteriormente, os valores de DOsoo foram
convertidos em concentracdo celular (massa de matéria seca por unidade de
volume), utilizando uma curva de calibracdo, conforme descrito por Siqueira
(2015). Para a construcdo da curva foi utilizada uma suspenséo de células de
E. cloacae UENF P7 cultivada em meio LB nas condic¢des citadas, retiradas na
fase midlog. A variacdo do pH do meio foi acompanhada durante o cultivo. No
tempo final de cultivo, foi realizada contagem de unidade formadora de colénias
(UFC) em placas de Petri, utilizando-se meio LB adicionado de agar (15 g L'%).

Os valores de concentracao celular (X) foram utilizados para o célculo de
parametros de fermentacdo. A produtividade em células (Qx) foi calculada pela
equacdo Qx=(Xm — Xo)/txm, em que Xm é a maxima concentracdo celular, Xo a
concentracdo celular inicial e txn 0 tempo necessario para obtencao de Xm. O
rendimento em células a partir de glicose (Yxss) foi calculado utilizando-se a
equacao Yxs=(Xm — Xo)/(AS), em que AS é a diferenga entre a concentragéo

inicial de glicose e a concentracdo em txm (Berbert et al., 2008).

2.5. Quantificacéo de glicose

A determinacdo da concentracdo de glicose no meio durante o cultivo
bacteriano foi feita pelo método descrito por Lindsay (1973). Brevemente,
500 L do meio fermentado foi centrifugado (EPPENDORF 5804 R) a
16.873 x g por 5 min. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 250 pL do
sobrenadante e 250 pL de &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS - EXODO
CIENTIFICA), mantendo-se a mistura em banho-maria a 100 °C por 15 min.

Apoés resfriamento, foram adicionados 2 mL de agua ultrapura aos tubos,
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seguindo-se a leitura da absorbancia a 540 nm (SHIMADZU UV-1800). Solugé&o
de glicose P.A (VETEC) foi utilizada como padréo.

2.6. Analise de viabilidade celular

A viabilidade das células no tempo final do cultivo foi avaliada com
emprego do kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Assays (Thermo
Fisher), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, em um tubo, 100 pL
da suspenséao bacteriana foi corada com 0,5 puL de cada marcador fluorescente
(fluorocromo SYTO 9 e iodeto de propidio) e a mistura foi incubada no escuro
por 15 min. Em seguida, a amostra foi observada em microscépio Optico de

epifluorescéncia (Zeiss Axioplan).

2.7. Analise da morfologia celular

Para observacdo da morfologia celular de E. cloacae UENF P7 em
resposta a Cd, foi realizada analise de microscopia de amostras retiradas do
cultivo. Para microscopia 6ptica, foram feitas laminas a fresco, sem diluicdo da
amostra, utilizando microscopio de contraste de fase (Zeiss Axioplan).

Para as andlises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), um
volume de 2 mL de meio fermentado foi centrifugado (EPPENDORF 5804 R) a
16.873 x g por 5 min. O processamento das amostras seguiu o protocolo de
(Baldotto et al., 2011). Brevemente, o pellet foi fixado com glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e tampdo cacodilato de sédio 0,05 M pH 7,1. Apds a
fixacdo, o material foi lavado trés vezes em tampéo cacodilato de sodio por 20
min., desidratado em séries crescentes de alcool (15, 30, 50, 70 e 100%) por
30 min., seguido de ponto critico em CO2 (CPD030 BAL-TEC). As amostras
foram fixadas em suportes porta amostra de aluminio e metalizadas (SCD050
BAL-TEC) com uma liga de ouro-paladio. O material foi visualizado no

microscopio eletrénico de varredura EVO 40 (Zeiss).

2.8. Determinacéo de Cd e composicao nutricional das células
A capacidade de remocédo do Cd e o efeito desse metal sobre o nivel de
macronutrientes (Mg, Ca, S, K e P) e micronutrientes (Fe, Cu, Zn, Mn e Mo)

nas células de E. cloacae UENF P7 foram quantificados durante o cultivo em
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meio LB suplementado com 22,5 mg L de Cd e em meio LB sem adicéo deste
metal (controle). Resumidamente, 15 mL do meio fermentado foram
centrifugados (EPPENDORF 5804 R) a 3.438 x g por 20 min. e lavado duas
vezes. O pellet e o sobrenadante (100 mg de cada tratamento) foram digeridos
com 1,0 mL de &cido nitrico bidestilado (HNO3s, 67% v/v) e aquecidos a 100 °C
nos tubos tampados por 4 h. Apés o resfriamento, as amostras foram diluidas
com agua ultrapura (Sistema Milli-Q) e analisadas por espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), empregando-se um
espectrometro Nexlon 300x (PerkinElmer, EUA). A taxa de remocao de Cd,
expressa em porcentagem, foi calculada usando a equacado: Taxa de remocao
= [(Co - C)/ Co] x 100, em que Co é a concentracgéo inicial de Cd (mg L) e C a
concentragdo residual de Cd (mg L) (Pramanik et al., 2017).

2.9. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo de réplicas
biologicas (n=3) e analiticas (n=3). As analises estatisticas foram realizadas
usando Graphpad Prism 9.0 para avaliar as diferencas significativas entre cada
tratamento por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a

um nivel de significancia de (p< 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resisténcia a metais por E. cloacae UENF P7

Com o objetivo de avaliar o efeito de Co, Fe, Cu e Cd sobre o crescimento
de E. cloacae UENF P7, foi realizado ensaio de CIM para determinar a menor
concentragdo dos respectivos metais capaz de inibir a formagéo de colbnias
em placa de Petri. E. cloacae UENF P7 foi capaz de crescer na presenca de
todos os metais testados em elevadas concentracdes, sendo Co identificado
como mais téxico (470 mg L*?), seguido por Cu (1.200 mg L*?), Fe (1.600
mg L) e Cd (8.000 mg L) (Fig. 1).

Fig. 1 - CIM de ions metalicos em meio sélido para E. cloacae UENF P7. A barra
equivale a 1 cm.

Concentragao de metais (mg L")

0 95 240 330 430 470

0 85 340 680 1.020 1.200

0 135 270 540 1.080 1.600

0 900 2.750 5.500 7.300 8.000

Cd

Resultado semelhante ao encontrado foi descrito para Enterobacter sp.
C1D (Subrahmanyam et al.,, 2018). A cepa também apresentou menor
resisténcia a Co (CIM: 10 mg L) comparado a Cu (CIM: 400 mg L%). No
entanto, os valores de CIM obtidos nesta pesquisa foram inferiores aos do
presente trabalho. Isso pode estar relacionado ao método utilizado por
Subrahmanyam et al. (2018) para realizagdo do ensaio de CIM, que envolvia
diluicdo em placas de Petri.
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Em relagdo a Fe, a CIM obtida para E. cloacae UENF P7 foi na mesma
faixa de concentracéo a verificada para Enterobacter sp. CTWI-06 (CIM: 1.300
mg L) (Pattnaik et al., 2020). Neste caso foi utilizado meio LB e SLP sdélido
com métodos de plaqgueamento semelhantes aos do presente trabalho.

Entre os quatro metais avaliados, E. cloacae UENF P7 teve melhor
resposta a Cd, apresentando formacdo de colbnia em placa com até
7.300 mg L* do metal, uma concentragdo superior a encontrada na literatura
para outros microrganismos (Tab. 1). Sun et al. (2020) atribuiram a cepa
Enterobacter sp. DNB-S2 uma elevada resisténcia a Cd, ao verificar CIM de
2.605 mg L1, utilizando método de difusdo em agar, um valor trés vezes inferior

ao nosso estudo.

Tab. 1 - CIM de Cd em meio soélido para E. cloacae UENF P7 e outras espécies de
bactérias.

Cepa bacteriana Cd Meio* (rr(l:gI]ML'l) Referéncias
Enterobacter cloacae UENF P7 CdCl; LB 8.000 Presente estudo
Bacillus cereus CFSDO1 CdCl, MS 6.039 Muzammil et al. (2021)
Enterobacter sp. S2 CdCl, DM 3.500 Mitra et al. (2018b)
Enterobacter sp. DNB-S2 CdsO, LB 2.605 Sun et al. (2020)

Bacillus cereus MG257494.1

Alcaligenes faecalis MG966440.1 CdCl,  MH 2500 El-Meihy etal. (2019)

Pseudomonas aeruginosa CdCl; LB 2.200 Lin et al. (2016)

* MS: Minimal Salt agar; DM: Davis Mingioli e MH: Muller-Hinton agar.

A capacidade de E. cloacae UENF P7 em sobreviver a elevadas
concentracdes de Cd pode estar relacionada ao local de seu isolamento. O Rio
Paraiba do Sul, onde a planta foi coletada, € um ambiente muito impactado,
recebendo elevada carga de efluentes industriais (Meneguelli-Souza et al.,
2021). Tonha et al. (2021) identificaram 0,4 — 3,3 mg kg Cd no material
particulado em suspensao coletado no RPS, em Volta Redonda — RJ. Os

reservatorios de Santana e Vigario - RJ, por exemplo, que recebem agua
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proveniente do Rio Paraiba do Sul ja apresentaram elevadas concentracdes de
elementos metalicos no material particulado, incluindo Fe (35.429-40.965 mg
kg™), Zn (184-219 mg kg™), Cr (177-241 mg kg™), Pb (43-59 mg kg™), Cu
(34-52 mg kg™) e Cd (0,23-0,26 mg kg™) (Valitutto et al., 2007). Além disso,
andlises das macrofitas aquéticas P. stratiotes, Salvinia auriculata, Eichhornia
crassipes e Eichhornia azurea desses reservatorios apresentaram acumulo
desses elementos (Valitutto et al., 2007).

Somado a isso, P. stratiotes € normalmente uma macrofita capaz de
fitorremediar metais e apresenta elevada tolerancia a Cd (Chukwuka et al.,
2020). (Rodrigues et al., 2017) verificaram que os teores de Cd e Zn na
biomassa seca desta planta aumentaram de acordo com o0 aumento das
concentracbes dos metais, com capacidade de remocéo superior a 70% das
solugdes utilizadas.

Dessa forma, é esperado que a microbiota associada ao vegetal também
tenha essas caracteristicas, inferindo-se, adicionalmente, que possa auxiliar a
planta a viver nessas condi¢cdes (Ghosh et al.,, 2020). Portanto, devido a
resposta de E. cloacae UENF P7 a Cd no ensaio de CIM, este metal foi

selecionado para um estudo mais aprofundado de resisténcia na bactéria.

3.2. Efeito do Cd no crescimento de E. cloacae UENF P7

O cultivo de E. cloacae UENF P7 em meio LB liquido suplementado com
22,5 mg L de Cd foi realizado com a finalidade de verificar o efeito do metal
sobre o crescimento da bactéria. Conforme observado na Fig. 2, a cinética de
crescimento no meio com a concentracdo de Cd testada (22,5 mg L) foi
semelhante a obtida na condicdo controle (sem adicdo de Cd), com DO
maxima (4,1) e tempo de fermentacdo (8 h) similares. A velocidade de
consumo de glicose foi ligeiramente superior no meio contendo Cd, mas em
ambos 0s casos 0 substrato foi quase todo consumido (Fig. 2).

A conversao dos valores de DO em concentracao celular e o calculo dos
parametros de fermentacdo confirmaram que o desempenho da bactéria no
meio suplementado com Cd foi equivalente ao verificado no meio controle (Tab.
2). A maxima concentragdo celular (Xm) ndo apresentou diferenga estatistica

entre os tratamentos e embora 0 tempo necessario para alcanga-la (txm) tenha
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sido um pouco maior no meio com adicado de Cd, a produtividade volumétrica
em células (Qx) foi similar (p>0,05). Com a producédo de células equivalente
(Xm) e uma pequena diferenga no total de agucar consumido (AS), os valores
de conversdo de substrato em células (Yxs) entre os tratamentos também

foram muito similares.

Fig. 2 — Cinética de crescimento (quadrado) e consumo de glicose (triangulo), em
funcdo do tempo (h), no cultivo de E. cloacae UENF P7 em meio LB controle (preto)
ou com 22,5 mg L de Cd (vermelho). Os dados sdo médias + desvio padréo (n=3).

5 T T T T T T T T T 12

>
Glicose (g L)

Tempo (h)

Tab. 2 — Pardmetros de crescimento de E. cloacae UENF P7 em meio com adigédo de
22,5 mg L* de Cd. Os dados sdo médias + desvio padrédo (n=3).

Tratamentos
Parametros
Controle 22,5mg L1de Cd
txm (h) 2 6,04 6,55
Xm (g L) ® 1,31 + 0,09 1,32 + 0,05
Qx(g L.h?)e 0,22 + 0,01 0,20 + 0,02
Yus (9/9) 0,14 0,13
AS (gL?Y)e 9,49 9,94

aTempo para atingir a concentragcdo maxima de células; ? Concentracdo maxima de células;
¢ Produtividade celular, calculada em txm; 9 Rendimento de biomassa com base na glicose,
calculado em txm; © Consumo de glicose até txm.
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A andlise da concentracao celular por plagueamento em meio sélido ao
final da fermentacdo também foi realizada. Como esperado, os dados
evidenciaram uma concentracdo de células viaveis similares no meio controle
(2,0 x 108 UFC mL) e no meio contendo 22,5 mg L* de Cd (1,8 x 108 UFC
mL1), confirmando a resisténcia de E. cloacae UENF P7 ao metal nesta
condicéao.

Perfis cinéticos de crescimento de diferentes espécies bacterianas em
meios contendo variadas concentracbes de Cd sé&o encontrados na literatura.
No entanto, uma comparacao direta com o presente trabalho é dificultada pelas
condicBes de cultivo e composi¢cdo do meio distintas. Ainda assim, € possivel
fazer alguns apontamentos interessantes.

Chen et al. (2016) observaram cinéticas de crescimento similares no
cultivo de Enterobacter sp. EG16 em caldo nutriente sem adicdo de Cd
(controle) e suplementado com 5 e 10 mg L de Cd (Cd(NOs3). foi o sal
utilizado). Os autores ndo mencionaram as condicdes operacionais
empregadas no estudo, mas o tempo total de processo (28 h) foi muito superior
ao observado no presente trabalho. Os méaximos valores de DO obtidos
também foram diferentes, sendo duas vezes menor quando comparado a E.
cloacae UENF P7, tanto no controle quanto nos meios com Cd, o que reforca o
potencial biotecnolégico da cepa isolada de P. stratiotes.

Em outro estudo, Abbas et al. (2014) avaliaram o efeito de uma
concentracdo muito superior deste metal (100 mg L™ - o sal utilizado foi CdCl2)
sobre o desempenho de Enterobacter mori e Enterobacter sp. WS12,
cultivadas em condi¢cdes similares as empregadas no presente trabalho. A
excecao da duracao da fase lag, que foi 4 h mais longa nos meios com Cd, os
perfis de crescimento de E. mori foram similares ao observado no meio
controle, ja a cepa WS12 apresentou menores valores de DO final e
velocidades de crescimento.

No cultivo de Bacillus cereus, bactéria Gram-positiva e formadora de
esporos, Huang et al. (2014) observaram que a cinética de crescimento foi
visivelmente afetada por concentracées de Cd (ll) acima de 20 mg L, com
aumento progressivo da fase lag. Todavia, a exemplo do obtido no presente

trabalho, a curva de crescimento em meio com 20 mg L Cd foi semelhante a
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do controle, com DO final similar, o que significa auséncia de inibicdo da
bactéria nessa concentracdo de metal. Experimentos posteriores com a cepa
UENF P7 serdo necessarios para avaliar concentragcdes mais elevadas que
22,5mg L'de Cd.

Outro efeito do Cd no crescimento de E. cloacae UENF P7 avaliado
durante o cultivo, foi a alteracdo de pH do meio, aferindo-se os valores na
midlog (2 h) e ao final com 8 h de fermentacdo. Observou-se reducdo nos
valores de pH mais acentuada no meio contendo Cd, apresentando diferenca
significativa comparada ao controle no tempo de 2 h (p<0,01) (Tab. 3). Este
resultado é compativel com a analise da cinética de consumo de glicose (Fig.
2), que evidenciou um maior consumo do aclUcar no meio com Cd,
especialmente no tempo de 2 h. Sugere-se que esse comportamento da
bactéria acarretou a producédo de mais acidos organicos na presenca do metal.

Tab. 3 - Avaliagédo do pH durante o cultivo de E. cloacae UENF P7 com adicdo de 22,5
mg L de Cd. Os dados sdo médias * desvio padrdo (n=3).

pH
Tratamentos
Oh 2h 8h
Controle 6,0+ 0,06 4,7+0,10 3,8+0,18

22,5 mg L*de Cd 6,0+0,06 4,3+0,10 3,3+ 0,06

O pH exerce influéncia direta na disponibilidade de Cd, bem como nos
sitios de ligacdo do metal na superficie das células (Das et al., 2014; Rao et al.,
2011). Em pH acido (<5), a ligacéo do Cd a superficie celular € reduzida devido
a sua competicdo com o ion hidrogénio, prejudicando a sorcdo do metal
(Heidari et al., 2020; Lu et al., 2006). Estudos realizados com Enterobacter sp.
mostraram que a dessor¢do de Cd da superficie das células foi eficiente em pH
acido (<3) (Lu et al., 2006; Xu et al., 2017). Em Bacillus cereus MG257494.1 e
Alcaligenes faecalis MG966440.1, o processo de biossorcdo de Cd foi mais
eficiente em meios com pH préximos ao neutro do que em pH acido (El-Meihy

et al., 2019). Dessa forma, a redugéo do pH do meio de cultivo com adi¢céo de
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Cd, verificado no presente trabalho, parece ser um fator importante no

mecanismo de resisténcia ao metal por E. cloacae UENF P7.

3.3. Morfologia e viabilidade de E. cloacae UENF P7 ap6s exposi¢cao a Cd

Para confirmar o crescimento e a viabilidade celular de E. cloacae UENF
P7, amostras nao diluidas do meio fermentado com adicdo de Cd foram
retiradas no tempo final da fermentacdo (8 h). Na analise por microscopia de
contraste de fase dessas amostras, observou-se que a producdo de células no
meio com 22,5 mg L de Cd foi similar a verificada no meio controle (Fig. 3A e
3B), corroborando os resultados obtidos na analise da concentragéo celular por
espectrofotometria e por plagueamento em meio sélido.

O teste de viabilidade das células usando o kit LIVE/DEAD BacLight
mostrou, nos dois tratamentos avaliados, a presenca de células vivas ao final
do cultivo, evidenciada pela fluorescéncia verde (Fig. 3C e 3D).
Aparentemente, as células expostas a 22,5 mg L' de Cd (Fig. 3D) ndo

apresentaram uma reducao na viabilidade, em comparagdo com o controle.

Fig. 3 — E. cloacae UENF P7 cultivada em meio LB liquido por 8 h sem adi¢éo de Cd
(controle; A e C) ou suplementado com 22,5 mg L* (B e D), sendo analisada as
caracteristicas morfoldgicas por microscopia Optica de contraste de fase (A e B) e a
viabilidade celular por ensaio LIVE/DEAD BacLight (C e D). Aumento de 400X.

Anélises de MEV também foram realizadas com as amostras do cultivo.

Neste caso, foram verificadas eventuais alteracbes morfolégicas na superficie
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das células de E. cloacae UENF P7 durante os tempos de 2 e 8 h em meio
suplementado com 22,5 mg L' de Cd. Nas micrografias sdo observadas
bactérias em forma de bastonete com a superficie celular lisa em ambos os
tratamentos (Fig 4A, 4B, 4D e 4E).

Fig. 4 — Microscopia Eletrébnica de Varredura de E. cloacae UENF P7 cultivada em
meio LB liquido sem adicdo de Cd (controle: A-C) ou suplementado com 22,5 mg L*
de Cd (D-F). As amostras do meio fermentado foram retiradas nos tempos de 2 h (A e
D) e de 8 h (B e E), verificando-se a formacéo de biofilme no tempo de 8 h (C e F).
Mag= 5K X (A-E) ou 500X (C e F); kv=10.

As células cultivadas em meio LB com Cd ndo apresentaram alteracdes
morfologicas significativas (Fig. 4D-F) em comparacao ao controle (Fig. 4A-C).

Com 8 h de cultivo (Fig. 4B e E), foi verificada uma redugdo no comprimento
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das células em relacdo ao observado no tempo de 2 h (Fig. 4A e D), que pode
ser atribuida a qualquer outra condi¢cédo nutricional do meio neste momento da
fermentacdo, uma vez que o comportamento também ocorreu quando a
bactéria foi cultivada em meio LB sem suplementag¢do com 22,5 mg L de Cd.
Huang et al. (2014) também n&o observaram mudancas morfologicas em
Bacillus cereus quando cultivada em meio com 20 mg L de Cd, ao contrario
do ocorrido na presenca de concentracdes superiores do metal, em que as
células apresentaram deformacfes na superficie e alteragdo de tamanho.
Alteracdes morfologicas também foram relatadas para Enterobacter sp. em
meios com maiores concentracdes de Cd (50-200 mg L* Cd) (Jiang et al.,
2019; Xu et al.,, 2017). Neste caso, sera também interessante avaliar o
crescimento de E. cloacae UENF P7 em concentragcfes maiores de Cd em
experimentos posteriores.

A andlise por MEV em menor aumento revelou ainda que ocorreu uma
evidente agregacdo das células no tempo final de 8 h (Fig. 4C e 3F), 0 que
pode ser atribuido a producdo de EPS pela bactéria. Vale ressaltar que embora
o comportamento tenha sido verificado em ambos os tratamentos, a formacéo
de agregados pode ser um mecanismo de resisténcia adotado por essa cepa
UENF P7 (Xu et al., 2017).

E. cloacae UENF P7 foi capaz de lidar com as condi¢cbes de crescimento
ofertadas, vencendo eventuais efeitos negativos do Cd sobre a célula e
produzindo biomassa em meio com Cd de modo equivalente ao meio sem
adicdo do metal. Desta forma, futuramente a bactéria podera ser desafiada a
concentracbes maiores de Cd para verificar sua capacidade de resisténcia e
possiveis alteracbes morfolégicas.

3.4. Remocao de Cd por E. cloacae UENF P7

Para avaliar a capacidade de E. cloacae UENF P7 de remover Cd,
inicialmente foi calculada a taxa de remocdo através da determinacdo da
concentracéo residual do metal no meio. Em seguida, também foi determinada
a concentracdo de Cd nas células. Como resultado, foi verificado que houve
remocao do metal pela bactéria e que essa taxa de remo¢do aumentou com o

tempo de cultivo.
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Na fase logaritmica de crescimento (2 h), a taxa de remocédo de Cd foi de
27,6%, enquanto no final da fase estacionaria (8 h) este valor foi
significativamente maior, chegando a 42,5% (p<0,05). A determinacdo do Cd
nas células corrobora estes dados, sendo verificado aumento da concentracao
do metal na biomassa bacteriana, de 4,5 (+ 0,2) para 6,4 mg L (+ 0,9) de Cd
(p<0,05), com 2 e 8 h de cultivo, respectivamente. Huang et al. (2014)
verificaram capacidade de remocéo de Cd semelhante em células de Bacillus
cereus, com remocdo maxima de Cd de aproximadamente 6,5 mg L%,
alcancada com 16 h de cultivo. De acordo com a literatura, a remogao de Cd
pelas células pode variar de acordo com as fases do crescimento bacteriano,
com melhor desempenho na fase logaritmica (Huang et al., 2014; Mitra et al.,
2018a, 2018b; Yilmaz e Ensari, 2005).

Algumas espécies de bactérias, incluindo Enterobacter sp., séo
candidatas ao emprego em processos de biorremediacdo devido a elevada
capacidade de remover Cd. Em geral, sdo observadas nessas espécies taxas
de remocédo do metal superiores a 70% (Abbas et al.,, 2014; El-Meihy et al.,
2019; Pramanik et al., 2017; Sun et al., 2020). E. cloacae UENF P7 apresentou
taxa de remocdo menor (42,5%), porém, a concentracdo de Cd acumulada na
biomassa bacteriana (6,4 mg L) é considerada elevada e pode representar
uma vantagem, uma vez que em pouco tempo a bactéria foi capaz de remover
uma grande quantidade do metal.

Mitra et al. (2018b) indicaram o emprego de Enterobacter sp. S2 em
processo de biorremediacéo, ao relatar elevada taxa de remocao (98%) de Cd
pela bactéria. No entanto, este valor correspondia a 2,2 mg L* do metal. Do
mesmo modo, Pramanik et al. (2017) observaram taxa de remocao elevada
(90%), correspondente a 2,9 mg L de Cd por Klebsiella pneumoniae MCC
3091. Neste trabalho, os autores ainda mostraram que a bactéria foi capaz de
aliviar a fitotoxicidade de Cd em mudas de arroz apos biorremediacao do metal
pela cepa MCC 3091. Dessa forma, os resultados aqui obtidos mostram que E.
cloacae UENF P7 é altamente resistente ao Cd, bem como possui mecanismos
de remocdo do metal em meio liquido e pode ser candidata a processos de

biorremediacao.
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3.5. Anadlise nutricional das células

Ao analisar as concentracdes de macro e micronutrientes nas células de
E. cloacae UENF P7 expostas a Cd (22,5 mg L), nos tempos de 2 h e 8 h,
foram observadas diferencas significativas na absorcao dos elementos. Essas
diferencas foram verificadas tanto entre os tratamentos quanto entre 0s tempos
analisados.

As células na presenca de Cd apresentaram maior demanda em todos os
macronutrientes avaliados (P, K, Ca, Mg e S) (Tab. 4). K e Mg, por exemplo,
foram estaveis no controle, nos dois tempos de cultivo. Porém no tratamento
com Cd, as concentracdes destes elementos foram significativamente maiores,
com aumento de 111% no nivel de K (p<0,01), com 2 h de processo, e de 13%
no nivel de Mg (p<0,01), no tempo de 8 h (Tab. 4).

Tab. 4 - Concentracdo média dos macronutrientes nas células de E. cloacae UENF P7
ap6s cultivo em meio LB (controle) e LB com adicdo de Cd (22,5 mg L?). As
concentracdes foram expressas em mg L*. Os dados sdo médias + desvio padrdo
(n=3).

Controle 22,5mgL?*Cd
Nutrientes;
2h 8h 2h 8h
T I I I
Mg 386,2+17,8 390,5+6,8 413,0 £ 13,6 441,7 +£10,6
P 4021,0 £ 144,2 4405,7 £ 104,7 4478,0 + 147,8 5138,0 +41,8
K 666,1 + 72,5 686,8 + 19,0 1407,0 £ 38,9 917,2+252,0
Ca 96,0+ 8,2 79,9+3,0 120,5+5,6 121,0+6,4
S 955,4 + 25,6 1212,7 £ 29,7 1019,7 £ 47,2 1363,5 £ 53,5

Nos niveis de P houve aumento com o tempo de cultivo, sendo a
demanda por esse elemento maior nas células expostas ao Cd que no controle
(2h: p<0,05); 8h: p<0,001) (Tab. 4). A concentragdo de Ca nas células tratadas
com Cd foi a mesma nos dois tempos analisados, porém superior a
concentracdo deste elemento nas células cultivadas no meio controle, nos dois

tempos (25% e 51,4%, respectivamente) (Tab. 4). Em relacdo ao S, as células
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tratadas com Cd apresentaram uma concentracdo 12,4% maior que a do
controle no tempo de 8 h (p<0,05) (Tab. 4).

Quando os organismos séo expostos ao Cd, o metal pode desencadear a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), levando a danos celulares e
inibicdo de processos fisioldgicos (Ozturk et al.,, 2021). Logo, os niveis
elevados de macronutrientes nas ceélulas expostas a Cd podem estar
relacionados a maior producdo e atividade de enzimas antioxidantes para
contornar o estresse oxidativo gerado (Gill e Tuteja, 2011; Mendoza-Coézatl et
al., 2005).

Gao et al. (2018) observaram que a adicdo de Ca reduziu o estresse
oxidativo gerado por Cu através da ativacdo das enzimas superoxido
dismutase e catalase em células do fungo Ganoderma lucidum. O Ca participa
na cascata de sinalizacdo para ativar a expressao dessas proteinas em
resposta a estresses ambientais (Gao et al., 2018). Isso deve justificar o
aumento da sua absorcdo pela cepa UENF P7 na presenca de Cd. Plantas
expostas a Cd com a adicdo de Ca, tiveram peroxidacao lipidica nas células
reduzida e um alivio na inibicdo do crescimento (Li et al., 2016; Wan et al.,
2011; Zhang et al., 2012).

Similar ao Ca, S também desempenha um papel importante nas plantas
desafiadas com Cd e estd diretamente relacionada ao crescimento e
resisténcia ao estresse por ativagdo de enzimas (Gill e Tuteja, 2011; Matraszek
et al.,, 2016). As proteinas que possuem em sua estrutura residuos de S,
podem se ligar ao Cd e inativar, devido a sua elevada afinidade pelo elemento
(Wang et al., 2019). Sob estresse do Cd, Burkholderia cepacia GYP1
apresentou regulacdo positiva para glutationa que pode estar envolvida na
ligacdo ao Cd através do residuo de S (Zhang et al., 2019). Para compreender
0s mecanismos de resisténcia de E. cloacae UENF P7, sera pertinente analisar
a expressao proteica das ceélulas cultivadas na presenca do Cd.

Considerando que Mg e Ca séo cations divalentes, a bactéria E. cloacae
UENF P7 também pode estar aumentando a demanda desses elementos para
competir com o Cd na superficie da célula, evitando a entrada do metal téxico
(Begg et al., 2015). Em plantas, a competicdo entre nutrientes e Cd pelos

mesmos transportadores reduz a disponibilidade e sequestro desse metal nos
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compartimentos celulares (Tran e Popova, 2013). Vale destacar, que apesar do
aumento da aquisicdo desses nutrientes no tratamento com Cd, isso nao foi
suficiente para conter a remocao do metal por E. cloacae UENF P7.

Em relac@o aos micronutrientes, os niveis de Fe e Mo ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos ou entre o tempo de cultivo (Tab. 5).
Por outro lado, as células apresentaram uma maior demanda de Mn com 8 h
de crescimento. Tal demanda foi ainda mais elevada nas células tratadas com
Cd (p<0,001) (Tab. 5). Possivelmente, o0 Mn deve estar agindo na protecéo
contra o estresse oxidativo gerado pelo metal téxico, uma vez que € conhecida
a relacdo do Mn com a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase e

a superoxido dismutase (Horsburgh et al., 2002).

Tab. 5 - Concentragdo média dos micronutrientes nas células de E. cloacae UENF P7
cultivadas em meio LB controle e com adigdo de Cd (22,5 mg L*?). ConcentracGes
expressas em mg L. Os dados sdo médias + desvio padrédo (n=3).

Controle 22,5mgL?*Cd
Nutrientes
2h 8h 2h 8h
Fe 8,3+0,44 8,1+ 0,55 9,2+0,07 94+1,12
Cu 0,8 + 0,06 1,2+0,32 1,2 +0,00 2,2+0,27
Zn 3,3+0,25 560,24 2,8+ 0,09 3,1+0,11
Mn 0,5+ 0,05 4,0+0,04 0,4 + 0,05 5,3+0,07
Mo 0,107 +0,005 0,070+ 0,007 0,101 + 0,00 0,087 + 0,010

No caso de Cu, as células exibiram um aumento gradativo na
concentracdo do micronutriente com o tempo de cultivo, porém, este aumento
foi significativamente maior nas células expostas a 22,5 mg L de Cd em
relagdo ao controle (2 h: p<0,01; 8 h: p<0,05) (Tab. 5). O Zn, por outro lado, foi
0 Unico nutriente cuja demanda foi maior no controle que nas células tratadas
com Cd (p<0,001) (Tab. 5). O mesmo comportamento foi relatado para
Streptococcus pneumoniae D39 em estresse com Cd, sendo verificado neste

caso, que o metal téxico desregulou a homeostase de Zn, reprimindo os
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sistemas de captacdo do micronutriente (Begg et al., 2015). E possivel que o
mesmo esteja acontecendo com E. cloacae UENF P7.

O manejo de nutrientes € uma das estratégias empregadas por plantas
(Gill e Tuteja, 2011), bactérias (Wu et al., 2021) e fungos (Gao et al., 2018)
para superar a toxicidade ao Cd. Os nutrientes analisados sdo essenciais para
atividade metabdlica e sintese de enzimas necessarias para lidar com o
estresse (Pal et al., 2021). Dessa forma, acredita-se que, no presente estudo,
0 metabolismo celular ndo foi afetado negativamente por Cd, uma vez que a
bactéria parece ter ajustado a aquisicdo dos nutrientes para minimizar qualquer
dano causado, de forma que ndo houve prejuizo no crescimento da bactéria.
Provavelmente, o aumento na demanda dos macros e micronutrientes no
tratamento com Cd estd envolvido com o mecanismo de resisténcia adotado
pela cepa E. cloacae UENF P7 para neutralizar o efeito negativo desse metal
nas ceélulas, apresentando crescimento similar ao controle (sem adicédo de Cd).
Desse modo, verifica-se que a disponibilidade dos nutrientes essenciais
influencia diretamente no crescimento, mas também na resisténcia dos

microrganismos a Cd.
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4. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que E. cloacae UENF P7,
possui elevada resisténcia a metais, especialmente Cd. A bactéria apresentou
crescimento equivalente ao controle em meio contendo 22,5 mg L do metal,
com leve reducdo do pH. Nao foram observadas mudancas morfolégicas nas
células expostas a Cd, mostrando auséncia de dano estrutural. Somado a isso,
a cepa apresentou capacidade de remover elevada quantidade de Cd com
aumento na demanda por nutrientes essenciais, 0 que pode ser uma
adaptacdo do metabolismo bacteriano para contornar o estresse causado por
Cd, provavelmente, utilizando defesas antioxidantes.

Embora ainda haja muito para ser investigado sobre os mecanismos de
resisténcia a Cd por E. cloacae UENF P7 (por exemplo, desafiar a bactéria com
concentragbes mais elevadas do metal, estudar os niveis de EROs nesta
condicdo e analisar as proteinas envolvidas na resposta), ja € possivel
enxergar uma aplicacao biotecnolégica. Por ser uma cepa altamente resistente
a Cd, no futuro espera-se emprega-la para o tratamento de efluentes industriais

contaminados com este metal.
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5. CAPITULO 2

Enterobacter cloacae UENF P7 APRESENTA ELEVADA CAPACIDADE DE
CRESCIMENTO E REMOCAO DE CADMIO NA PRESENCA DE ALTAS
CONCENTRACOES DO METAL
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RESUMO

Nas ultimas décadas, observou-se aumento da contaminagdo ambiental por
Cd, aumentando também a pressdo de selecdo por organismos resistentes a
esse metal. Cd é considerado um metal toxico sem fungéo biolégica descrita.
Consequentemente, apenas alguns organismos com vias metabdlicas
especializadas, conseguem resistir a tais condicdes estressantes. Neste
contexto, a biorremediacdo mediada por bactérias resistentes a Cd é uma
alternativa para recuperacdo de é&reas contaminadas. Enterobacter cloacae
UENF P7 foi isolada de uma planta aquatica em regido industrializada e tem se
mostrado altamente resistente a Cd, sendo capaz de remover o metal do meio.
No presente trabalho, foi avaliada a influéncia de concentracbes elevadas de
Cd sobre o crescimento da bactéria, sendo analisada a cinética de crescimento
em meio liquido e a producdo final de biomassa, a viabilidade celular, as
caracteristicas morfolégicas e a sor¢cdo do metal. Para tanto, a bactéria foi
cultivada em meio LB suplementado com CdCl2 (70 e 140 mg L* de Cd), em
frascos Erlenmeyer, a 30 °C e 165 rpm. Como resultado, em meio com 70 mg
L1 de Cd, a densidade ética final (DOsoonm=14,3) foi 3,5 vezes maior que a do
meio controle apés 10 h de cultivo, indicando incremento na producdo de
células. Esse resultado foi confirmado por contagem de unidade formadora de
colonias (UFC) em placas de Petri e por imagens de microscopia. Com 140 mg
L1 de Cd, verificou-se fase lag mais extensa (2 h) e menores velocidades de
crescimento, com DO final (DOsoonm=11,6) menor que a obtida no meio com 70
mg L de Cd (p<0,0001). Em todas as condicdes analisadas, as células
estavam viaveis ao final do cultivo (kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability
Assays), e embora tenha havido queda no pH do meio (3,8-4,7) durante o
cultivo, nos meios com Cd o pH voltou a subir (6,9-7,3) quando o cultivo atingiu
fase estacionaria. Nas imagens de microscopia eletrénica, observou-se que em
meio com Cd, as células apresentaram granulos eletrodensos, que foram
ausentes no meio controle. Analise por ICP-MS mostrou que a cepa foi capaz
de remover Cd nas duas concentracdes testadas, alcancando maxima remocéao
na fase estacionaria. No meio com 70 mg L Cd, a biomassa bacteriana
removeu até 57,7 mg L* e com 140 mg L Cd foi capaz de remover até 136,2
mg L do metal. No que é do nosso conhecimento, esse trabalho é o primeiro
que sugere haver uma maior producdo de células por uma espécie bacteriana
na presenca dessas concentracbes de Cd, as quais estdo muito acima dos
limites permitidos pelas legislacdes ambientais de diferentes paises. Portanto,
E. cloacae UENF P7 demonstrou elevada resisténcia e remocao de Cd, com
elevada producdo de célula em algumas horas, o que qualifica a cepa como
forte candidata para emprego na remediacdo de efluentes industriais
contaminados pelo metal.

Palavra-chave: Metal toxico; Resisténcia; Bactéria; Biossor¢do; Remediacao
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1. INTRODUCAO

A poluicdo decorrente do aumento da populacdo no planeta, da
industrializacdo em grande escala e do uso intensivo do solo, tem conduzido a
uma rapida degradacgdo da qualidade ambiental (Fernandez et al., 2018). Essa
contaminacgdo atinge solo, aguas subterraneas, aguas superficiais, sedimentos
e até mesmo o ar com metais, incluindo o cadmio (Cd), um elemento altamente
toxico (Das et al., 2014; Fernandez et al., 2018; Mitra et al., 2018b; Shi et al.,
2020).

As principais fontes de contaminacdo por Cd sdo o uso de fertilizantes
fosfatados e pesticidas, a queima de combustiveis fésseis, atividades de
metalurgia e de mineracéo e residuos industriais (Das et al., 2014; Khan et al.,
2017; Wiangkham e Prapagdee, 2018). No periodo de 2015 a 2019 foi
estimada a produgcdo mundial de Cd entre 25.000 e 28.300 toneladas por ano
(Khan et al., 2017; Brown et al., 2021)

O excesso de Cd no ambiente constitui um problema, pois mesmo em
baixas concentragdes (0,001 - 0,1 mg L) este metal é toxico para os seres
vivos (Alkorta et al., 2004; Khan et al., 2017). Altamente solUvel em agua, pode
bioacumular e biomagnificar na cadeia trofica, causando alteracfes
morfologicas, fisico-quimicas e induzindo o estresse oxidativo nas células,
prejudicando as estruturas de organelas e a funcionalidade da membrana
plasmética (Fatima et al., 2019). Dessa forma, € um dos metais mais nocivos
para os organismos (Li et al., 2018; Shi et al., 2020).

Bactérias presentes em ambientes contaminados com metais
desenvolveram estratégias para sobrevivéncia e combate ao estresse,
podendo remover e acumular metais através de processos fisico-quimicos e
sistemas de transporte de diferentes especificidades (Abbas et al., 2017). Os
mecanismos de desintoxicagdo em bactérias incluem a producdo de agentes
quelantes (Lian et al., 2022), bombas de efluxo que capturam e expulsam
cations divalentes indesejaveis atraves da membrana celular (Schindler et al.,
2015) e precipitacdo dos metais no citoplasma das células (Shi et al., 2020).
Essas propriedades tornam tais microrganismos uma ferramenta importante em
estratégias de biorremediacdo (Valls e de Lorenzo, 2002; Xu et al., 2017).

Enterobacter cloacae UENF P7 foi isolada da planta aquatica Pistia stratiotes
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proveniente do Rio Paraiba do Sul (RJ, Brasil), em local impactado por
elevadas concentracfes de metais (Britto et al., 2016; Silva, 2017; de Souza et
al., 2021). Em estudos prévios, essa cepa demonstrou resisténcia a metais,
especialmente Cd e apresentou capacidade de remocdo do metal quando
cultivada em meio suplementado com 22,5 mg L de Cd (Capitulo 1).

No presente trabalho foi analisada a resisténcia de E. cloacae UENF P7
em concentracdes de Cd ainda mais elevadas que 22,5 mg L, com foco no
impacto do metal sobre o crescimento da bactéria, viabilidade, morfologia e
ultraestrutura das células. Os resultados mostraram que E. cloacae UENF P7
demonstrou alta resisténcia e remocao de Cd, com elevada producao de célula
em poucas horas, o que qualifica a cepa como forte candidata para emprego

na remediagéo de efluentes industriais contaminados pelo metal.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Cepa bacteriana e preparo de inéculos

Enterobacter cloacae UENF P7 foi isolada da raiz da planta aquatica
Pistia stratiotes, coletada no Rio Paraiba do Sul, em Resende-RJ, Brasil. O
namero de acesso a cepa no GenBank € NQLK 00000000.1 (Silva, 2017).

Culturas da bactéria foram estocadas em solucao de glicerol 40% a -80 °C
e ativadas em meio Luria-Bertani (LB) solido. Foi utilizado para in6culo meio LB
modificado (g L™): glicose, 10; triptona, 10; extrato de levedura, 5; NaCl, 5 com
pH 6,0) (Xu et al., 2017). Para meio sélido, adicionou-se 15 g L de agar. O
cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com chicanas, contendo
50 mL de meio e inoculados com alcadas de cultura fresca ativadas em meio
solido. Os frascos foram incubados a 30 °C e 165 rpm, em agitador orbital
(SOLAB SL-222) até o cultivo alcangar midlog.

2.2. Solucao do metal

A solucéo estoque (1 mol L'Y) de CdCl2.H20 (CINETICA) foi preparada em
agua ultrapura (Sistema Milli-Q). A mesma foi esterilizada por filtracdo com
membrana de 0,22 um. Aliquotas da solucdo foram adicionadas ao meio de

cultivo em volume adequado para obter as concentracfes desejadas de Cd.

2.3. Cultivo bacteriano em meio liquido suplementado com Cd

A cinética de crescimento bacteriano em meio LB modificado contendo Cd
(70 e 140 mg L?) foi avaliada empregando-se frascos Erlenmeyer de 500 mL,
com chicanas, 100 mL de meio e 5% v/v de indculo. Meio LB sem adi¢édo de Cd
foi empregado como controle. Os frascos foram incubados em agitador orbital
(SOLAB SL-222) a 30°C e 165 rpm.

O crescimento celular foi monitorado por turbidimetria em
espectrofotometro (SHIMADZU UV-1800) a 600 nm (DOsoo), de amostras
retiradas em intervalos regulares até o cultivo atingir a fase estacionaria.
Posteriormente, os valores de DOsoo foram convertidos em concentragdo
celular (massa de matéria seca por unidade de volume), utilizando uma curva
de calibracdo, conforme descrito por Siqueira (2015). Para a construcdo da

curva foi utilizada uma suspensao de células de E. cloacae UENF P7 cultivada
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em meio LB nas condi¢des citadas, retiradas na fase midlog. A variagao do pH
do meio foi acompanhada durante o cultivo. No tempo final de cultivo, foi
realizada contagem de unidade formadora de colénias (UFC) em placas de
Petri, utilizando-se meio LB adicionado de agar (15 g L.

Os valores de concentracao celular (X) foram utilizados para o célculo de
parametros de fermentacdo. A produtividade em células (Qx) foi calculada pela
equacdo Qx=(Xm — Xo)/txm, em que Xm é a maxima concentracdo celular, Xo a
concentracdo celular inicial e txn 0 tempo necessario para obtencdo de Xm. O
rendimento em células a partir de glicose (Yxs) foi calculado utilizando-se a
equacao Yxs=(Xm — Xo)/(AS), em que AS é a diferenga entre a concentragéo
inicial de glicose e a concentragdo em txm. As maximas velocidades especificas
de crescimento (Umax) foram determinadas por regressao linear do trecho linear
da curva, que correlaciona o logaritmo natural da concentracao celular com o
tempo, correspondendo a fase exponencial de crescimento. O coeficiente
angular da equacao de reta representa o proprio valor de umax (Berbert-Molina
et al., 2008).

2.4. Quantificacéo de glicose

A determinacdo de glicose no meio foi dada ao longo do cultivo, de
acordo com o método descrito por Lindsay (1973). Brevemente, 500 uL da
cultura foi centrifugada (EPPENDORF 5804 R) a 16.873 x g por 5 min. Em um
tubo de ensaio, adicionou-se 250 pL do sobrenadante e 250 pL de acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS - EXODO CIENTIFICA), mantendo-se a mistura em
banho-maria a 100 °C por 15 min. Apés resfriamento, foram adicionados 2 mL
de agua ultrapura, seguindo-se a leitura da absorbancia a 540 nm (SHIMADZU
UV-1800). Solucéo de glicose P.A (VETEC) foi utilizada como padréao.

2.5. Analise de viabilidade celular

A viabilidade das células no tempo final do cultivo foi avaliada com
emprego do kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Assays (Thermo
Fisher), seguindo as instru¢gdes do fabricante. Brevemente, em um tubo, 100 pL
da suspenséao bacteriana foi corada com 0,5 puL de cada marcador fluorescente

(fluorocromo SYTO 9 e iodeto de propidio) e a mistura foi incubada no escuro
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por 15 min. Feito isso, a amostra foi observada em microscopio 6ptico de

epifluorescéncia (Zeiss Axioplan).

2.6. Determinacéao de Cd

A capacidade de remocao do Cd por E. cloacae UENF P7 foi quantificada
durante o cultivo em meio LB suplementado com 70 e 140 mg L' de Cd.
Resumidamente, 15 mL do meio fermentado foram centrifugados
(EPPENDORF 5804 R) a 3.438 x g por 20 min. e lavado duas vezes. O pellet e
0 sobrenadante (100 mg de cada tratamento) foram digeridos com 1,0 mL de
acido nitrico bidestilado (HNOs, 67% v/v) e aquecido a 100 °C nos tubos
tampados por 4 h. Apos o resfriamento, as amostras foram diluidas com agua
ultrapura (Sistema Milli-Q) e analisadas por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), empregando-se um espectrometro
Nexlon 300x (PerkinElmer, EUA). A taxa de remocdo de Cd, expressa em
porcentagem, foi calculada usando a equacéo: Taxa de remocao = [(Co - C)/
Co] x 100, em que Co é a concentracdo inicial de Cd (mg L?) e C a
concentragdo residual de Cd (mg L) (Pramanik et al., 2017).

2.7. Andlise da morfologia celular

Para observacdo da morfologia celular de E. cloacae UENF P7 em
resposta ao Cd, foi realizada analise de microscopia de amostras retiradas ao
longo do cultivo. Foram feitas laminas a fresco, sem diluicdo, para observacao
em microscopio 6ptico com contraste de fase (Zeiss Axioplan).

A preparagcdo do material para microscopia eletrbnica de transmissao
(MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizou um volume de 2 mL
de meio fermentado, que foi centrifugado (EPPENDORF 5804 R) a 16.873 x g
por 5 min. O processamento das amostras seguiu o protocolo de Baldotto,
Olivares e Bressan-Smith (2011). Brevemente, o pellet foi fixado com
glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tamp&o cacodilato de sodio 0,05 M
pH 7,1. Apos a fixagdo, o material foi lavado trés vezes em tampéao cacodilato
de sédio por 20 min.

Posteriormente, as amostras para MEV foram desidratadas em séries

crescentes de alcool (15, 30, 50, 70 e 100%) por 30 min., seguido de ponto
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critico em CO2 (CPD030 BAL-TEC). As amostras foram fixadas em suportes
porta amostra de aluminio e metalizadas (SCD050 BAL-TEC) com uma liga de
ouro-paladio. O material foi visualizado no microscopio EVO 40 (Zeiss).

Para MET, o material foi desidratado em séries crescentes de acetona
(15, 30, 50, 70, 90 e 100%) por 30 min., seguidas de inclusdo em resina
Epoxi® na proporcdo 3:1 a cada 24 h e colocadas em estufa a 60 °C para
polimerizacao. A partir dos blocos obtidos, foram feitos cortes ultrafinos (70 nm)
em equipamento ultramicrotomo do tipo Reichert Ultracuts Leica, distribuidos
em grades de cobre de 400 mesh e contrastados com acetato de uranila 1% e
citrato de chumbo 5%. O material foi visualizado no microscépio JEOL 1400
PLUS.

2.8. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo de réplica
biolégica (n=3) e analitica (n=3). As analises estatisticas foram realizadas
usando Graphpad Prism 9.0 para avaliar as diferencas significativas entre cada
tratamento por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a

um nivel de significancia (p< 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do Cd sobre o crescimento de E. cloacae UENF P7

Os perfis cinéticos de crescimento de E. cloacae UENF P7 apresentaram
diferencas expressivas nas condi¢coes de cultivo avaliadas (Fig. 1A). Em meio
sem adicao de Cd (controle) observaram-se altas velocidades de crescimento
nas primeiras 2 h, com consumo de 20% da glicose inicial (Fig. 1B). A partir de
entdo, houve forte incremento da velocidade de consumo do aclUcar e aumento
simultaneo da DO até 4 h, quando a velocidade de crescimento diminuiu e o
cultivo entrou na transicdo para a fase estacionaria. A maxima DO (DOesoo=4)
foi alcancada com 6 h, mesmo havendo um pequeno residual da fonte de

carbono (0,5 g L!) no meio.

Fig. 1 - Cinética de crescimento (A) e de consumo de glicose (B), em fun¢éo do tempo
(h), no cultivo de E. cloacae UENF P7 em meio LB controle (preto) ou suplementado
com 70 (vermelho) e 140 mg L de Cd (verde). Os dados sdo médias + desvios padrdo
(n=3).

A
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Nos meios suplementados com Cd, além de perfis de crescimento
distintos do observado no controle, os valores de DO final foram muito
superiores (p<0,0001) (Fig. 1A). E como nao foram observadas modificacdes
morfolégicas (dados apresentados posteriormente nas Fig. 2 e 3) que
pudessem interferir na medida do crescimento por espectrofotometria, pode-se
concluir que o aumento da DO correspondeu ao aumento das concentracdes
de células nestes meios (Fig. 1A). Assim, foi possivel converter os valores de
DO para concentracdo celular e realizar o calculo de parametros essenciais a
compreensao do desenvolvimento cinético da bactéria (Tab. 1), viabilizando

também uma analise comparativa mais adequada dos resultados.

Tab. 1 - Parametros de crescimento de E. cloacae UENF P7 em meios com diferentes
concentracdes de Cd. Os dados sdo médias + desvios padrédo (n=3).

Tratamentos
Parametro
Controle 70 mg L:de Cd 140 mg L:de Cd
Hmax (h™)? -* 0,64 0,30
txm (h)P 6 10 14

Xm (g L')® 1,31 + 0,09 4,70+ 0,13 3,81+0,12
Qx (g L.h1)? 0,22 + 0,01 0,47 + 0,01 0,27 + 0,01
Yxis (9/9)° 0,14 0,54 0,46

AS (g LY 9,5 8,7 8,3

aMaxima velocidade especifica de crescimento; "Tempo para atingir a maxima concentragéo
celular; eMaxima concentragéo celular; Produtividade volumétrica em células, calculada em
txm. ®Rendimento em biomassa com base na glicose, calculado em txm; {Consumo de glicose
até txm; *ndo apresenta fase exponencial de crescimento.

No meio com 70 mg L de Cd, nédo ficou evidente a ocorréncia de fase
lag, mas de acordo com a inclinagdo da curva, as velocidades de crescimento
foram menores do que as observadas no controle nas primeiras 2 h de cultivo,
indicando um efeito do metal no metabolismo da bactéria (Fig. 1A). Por outro
lado, ficou demonstrada uma fase exponencial de crescimento, com valor de
Umax (maxima velocidade especifica de crescimento) de 0,64 h' (Tab. 1),

seguida por um periodo mais longo (4 a 8h) com velocidades de crescimento
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elevadas e constantes (Fig. 1A). Isso coincidiu com intenso metabolismo da
glicose, embora em menor velocidade comparado ao controle (Fig. 1B). A
entrada na fase estacionaria também acompanhou a reducdo do consumo da
glicose, que nao foi totalmente esgotada em nenhum dos tratamentos (Fig. 1A
e 1B). Neste contexto, a concentracédo celular no meio contendo 70 mg L de
Cd alcangou 4,70 g L (DOs00=14,3) em 10 h, valor 3,6 vezes maior (p<0,0001)
gue no meio sem adicéo do metal (Xm=1,31 g L"* e DOs00=4) (Tab. 1 e Fig. 1A).
Além disso, a produtividade volumétrica em células (Qx) e o rendimento em
células a partir de glicose (Yxis) foram também muito superiores aos obtidos no
meio controle (2,1 e 3,8 vezes, respectivamente) (p<0,0001), o que reforca o
desempenho superior da bactéria no cultivo em meio suplementado com Cd.

O emprego de concentracdo de Cd duas vezes maior (140 mg L»)
influenciou a cinética de crescimento bacteriano ja nas primeiras horas de
cultivo, ficando evidente a necessidade de adaptacdo das células (Fig. 1A).
Apos a fase lag (~ 2 h), as velocidades de crescimento aumentaram
lentamente e foram inferiores as do meio com 70 mg L de Cd no mesmo
periodo. Apesar de ter sido evidenciada a fase exponencial, houve diminuigdo
expressiva do valor de pmax (0,3 h't) (Tab.1), caracterizando inibicdo do cultivo
pelo metal. As velocidades de crescimento e a duracdo da fase log também
foram inferiores comparado ao meio com menor teor de Cd, havendo
ampliacdo do tempo para entrada na fase estacionaria (Fig. 1A).

Ao analisar a cinética de consumo de glicose no meio com 140 mg L de
Cd, foi verificado que o agUcar s6 passou a ser metabolizado a partir de 4 h de
cultivo, e em menor velocidade, compativel com a cinética de crescimento da
bactéria observada nesta condicdo. Houve também maior residual de glicose
no tempo final (1,7 g LY). No entanto, mesmo com esses efeitos causados pelo
Cd sobre o desenvolvimento microbiano, a méaxima concentragdo celular
(Xm=3,8 g L) também foi muito superior (2,9 vezes) a do meio controle
(p<0,0001), e apenas 23,7% menor que a do meio com 70 mg L* de Cd
(p<0,0001) (Tab. 1), acompanhando o resultado da DO que alcancou valores
iguais a 11,6 (Fig. 1A).

Apesar do total de glicose consumida (AS) ter sido similar nos dois meios
com Cd, a menor producdo de biomassa na presenca de 140 mg L* de Cd
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resultou em valor de Yxs ligeiramente menor (17%). Por outro lado, como o
tempo para obtencdo da maxima concentracao celular foi maior (txm=14 h), a
produtividade em células foi mais impactada, sendo calculado um valor 74%
menor (Qx=0,27 g L h) (p<0,0001) (Tab. 1). Estes parametros, em conjunto,
evidenciam que E. cloacae UENF P7 foi capaz de contornar os efeitos toxicos
de Cd e aumentar a producdo de células nas condicbes de estresse,
superando as concentracdes celulares obtidas no controle e mostrando-se
altamente resistente ao metal.

Segundo Fan et al. (2021), metais em baixa concentracdo podem induzir
respostas horméticas em populacdes de bactérias, ou seja, respostas bifasicas
gue estimulam o crescimento das células em baixa dose e inibem em alta dose
do agente estressante. Em seus estudos, as concentracdes indutoras de
estimulo compreenderam a faixa de 2 a 4 mg L' de Cd, que sdo muito
inferiores as concentracBes utilizadas neste trabalho. Assim, parece pouco
provavel que esteja sendo observado um efeito hormético na resposta da cepa
E. cloacae UENF P7 aos tratamentos com Cd que superaram as
concentragdes celulares do controle sem adigéo de Cd.

Neste sentido, as condicOes operacionais e a composicdo do meio de
cultivo adotadas no presente trabalho buscaram favorecer o crescimento
bacteriano e, assim, explicitar os efeitos de Cd nas células. Considerando que
E. cloacae é uma bactéria anaerobia facultativa, procurou-se garantir melhores
condi¢cBes de suprimento de oxigénio, utilizando Erlenmeyers com chicanas, de
modo a evitar a limitacdo do metabolismo respiratério de producdo de energia
para o crescimento. Do mesmo modo, o meio utilizado continha alta
concentracéo de nitrogénio, especialmente extrato de levedura, que favorece a
producdo de células (Mignone e Avignone-Rossa, 1996). Além disso, o meio foi
suplementado com glicose, que é uma fonte de carbono e energia prontamente
assimilavel adicional.

Outros autores utilizaram processo fermentativo em batelada e meio LB
para avaliar o efeito de Cd sobre o crescimento de espécies bacterianas
(Arivalagan et al., 2014). Porém, ndo foram encontrados relatos com condi¢cdes

similares as utilizadas no presente estudo, sobretudo em relacdo a
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transferéncia de oxigénio para o cultivo e a adicao de glicose no meio. Apesar
destas diferencas, é possivel destacar alguns aspectos comuns.

Quanto ao comportamento da cinética de crescimento e da producéo total
de biomassa, da mesma forma que no presente trabalho, foi verificada a
necessidade de adaptacdo das cepas em meios contendo Cd para
Enterobacter sp. EG16 (Chen et al., 2016), Enterobacter sp. WS12 e
Enterobacter mori (Abbas et al., 2014) e para a bactéria Gram positiva Bacillus
cereus RC-1 (Huang et al., 2014; Liu et al., 2018), ainda que com duracédo da
fase lag muito superior & observada neste estudo.

No trabalho de Chen et al. (2016), verificaram-se fases lag de 6 e 8 h em
meios com 50 e 100 mg L?! de Cd (o sal utilizado foi Cd(NOs)2),
respectivamente, sendo ainda mais longa (10 e 12 h) nos meios com
concentragdes maiores do metal (200 e 250 mg L%, respectivamente). Huang
et al. (2014) descreveram que a ocorréncia e duracdo da fase lag no cultivo de
B. cereus foram dependentes da concentracdo de Cd no meio. Com 20 mg L1
do metal (sal ndo relatado), houve crescimento rapido desde o inicio, enquanto
o emprego de 50, 100 e 150 mg L' de Cd resultou em fases lag
progressivamente mais longas (4, 6 e 10 h, respectivamente).

A influéncia do aumento da concentra¢do de Cd no meio de cultivo sobre
as velocidades de crescimento e a formacdo de células também foram
destacados em alguns trabalhos. Enterobacter sp. EG16 cultivada em caldo
nutriente com 5, 10 e 50 mg L* de Cd (o sal utilizado foi Cd(NOz3)2) teve as
velocidades de crescimento similares as do controle na maior parte do tempo.
Porém, a entrada na fase estacionaria ocorreu mais rapidamente no tratamento
com 50 mg L de Cd, no qual a DO final também foi menor que a do controle.
Chen et al. (2016) verificaram que concentracdes de Cd (o sal utilizado foi
Cd(NOs)2) iguais ou superiores a 100 mg L (150, 200 e 250 mg L) implicaram
em inibicdo significativa do crescimento, com redugdo das velocidades na
midlog, antecipagdo da fase estacionaria e valores decrescentes de DO final
(DOs00=0,8, 0,7 e 0,6, respectivamente).

No cultivo de outra cepa de Enterobacter sp., também foi observada
reducdo da DO final, de 4,75 para 3,7, de acordo com o0 aumento da

concentracdo de Cd no meio (Mitra et al., 2018b). Em ensaios com
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Enterobacter sp. DNB-S2, descrita como altamente resistente a Cd (o sal
utilizado foi CdSOa4), a velocidade de crescimento também diminuiu com o
aumento da concentracao inicial de Cd, verificando-se DOs00=2,0 no controle e
DOs00=1,2 e 0,6, respectivamente, nos tratamentos com 250 e 500 mg L do
metal (Sun et al., 2020). Por outro lado, B. cereus apresentou velocidades de
crescimento similares na fase log nos meios controle e com 50 e 100 mg L de
Cd(ll), e apenas ligeiramente menores em 150 mg L de Cd(ll) (Huang et al.,
2014).

No presente trabalho, além das concentracdes celulares muito superiores,
também foi marcante a diferenca observada no tempo de cultivo para obtencéo
dos valores maximos de DO. Nos trabalhos de Huang et al. (2014) e Chen et
al. (2016) essa condicao s6 foi alcancada ao final de 30 h, enquanto Mitra et al.
(2018), Li et al. (2018b) e Sun et al. (2020) relataram tempos de cultivo de
72 h.

Destaca-se que dentre os trabalhos relacionados encontrados na
literatura, apenas em um deles (Li et al., 2018) foi identificado o emprego da
mesma metodologia para a quantificagcdo da biomassa adotada no nosso
trabalho. No entanto, foram relatados valores maximos de Xm
incomparavelmente menores em todas as condi¢fes testadas (0,004 g L no
meio controle; 0,002 g L e 0,001 g L'* nos meios com 50 mg L* ou 100 mg L
de Cd, respectivamente) (o sal utilizado foi 3CdSO4-8H20).

Todos estes dados evidenciam a diferenca consideravel entre os valores
finais de DO alcancados no presente trabalho para os obtidos no cultivo de
outras bactérias. Isso pode ser atribuido as caracteristicas intrinsecas da cepa
E. cloacae UENF P7 frente a toxicidade do Cd, mas também a otimizacao das
condicbes de processo para garantr um ambiente favoravel ao

desenvolvimento bacteriano.

3.2. Efeito do Cd sobre o pH no cultivo de E. cloacae UENF P7

O acompanhamento da variacdo do pH do meio de cultivo ao longo do
processo de fermentacdo pode ajudar a entender o comportamento da
bactéria na presenca de Cd em altas concentracbes e seus mecanismos de

resisténcia. Como resultado dessa analise, observou-se que em todas as

58



CAPITULO 2

condi¢bes testadas, o metabolismo de glicose foi, aparentemente, direcionado

para a formacdo de um ou mais acidos organicos (Tab. 2).

Tab. 2 - Valores de pH durante o cultivo de E. cloacae UENF P7 com Cd em diferentes
fases de crescimento. Os dados sédo médias + desvios padrédo (n=3).

pH — Fases de crescimento

Tratamentos
Inicial Log Estacionaria
Controle 6,0 £ 0,06 4,7+0,10 3,8+0,18
70mg Ltde Cd 6,0 £ 0,02 3,9+0,09 6,9+0,03
140 mg Ltde Cd 6,0 £ 0,03 4,7+ 0,04 7,3+0,05

Na condicdo controle, o pH inicial (6,0) reduziu para 4,7 durante o periodo
de intenso consumo de glicose e elevadas velocidades de crescimento,
chegando ao valor de 3,8 na fase estacionaria (Tab. 2). Nos meios com adicao
de Cd, a queda do pH foi mais acentuada na fase log, alcangcando o valor de
3,9 em 6 h com 70 mg L' do metal (Tab. 2). Porém, o total consumido de
glicose (73%) foi maior comparado ao meio com 140 mg L de Cd (68%), em
momento equivalente da curva de crescimento (10 h) (Fig. 1).

Diferente do que foi observado no controle, em ambos os tratamentos
com Cd, o pH voltou a subir e atingiu valores préximos a neutro na fase
estacionéria. Sugere-se que nestas condicdes de estresse, 0s acidos organicos
produzidos durante o metabolismo de glicose tenham sido utilizados como
fonte de energia para produzir células, uma vez que ainda havia glicose em
solucdo (Fig. 1). A utilizacdo de acidos organicos como fonte de carbono foi
observada anteriormente em Escherichia coli (Rahman et al., 2008) e
Gluconacetobacter diazotrophicus (Siqueira, 2015).

No cultivo de Enterobacter sp. DNB-S2 em meio LB sem glicose e
suplementado com Cd (o sal utilizado foi CdSOa4), Sun et al. (2020) verificaram
diminuicdo do pH nas primeiras 6 h, com maior reducdo no meio com
500 mg L de Cd, no qual o pH foi de 7 para 5,7. A partir de 6 h, o pH voltou a

subir até a bactéria entrar na fase estacionaria, chegando a 10 no meio
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controle; 7,4 nos meios com 100 e 250 mg L de Cd e 6,5 no meio com
500 mg L do metal.

Li et al. (2018b) observaram durante o cultivo de Bacillus cereus Cd01,
diminuicdo dos valores de pH nas primeiras horas (7 para 6,1) e o tempo
necesséario para o aumento do pH foi proporcional a concentracdo de Cd no
meio (4, 8, 12 e 24 h, respectivamente, para 0, 20, 50 e 110 mg Lt de Cd - o
sal utilizado foi 3CdS04.8H20). Entdo o pH voltou a subir para valores finais
muito proximos (pH 7,3-7,4) em todos os tratamentos.

As concentragdes de Cd testadas neste trabalho s&o consideradas
altamente toxicas para bactérias. Somado a isso, o metal também nao constitui
um micronutriente para microrganismos, diferente do que acontece com cobre,
zinco e ferro, por exemplo (Singh et al., 2018; Li et al., 2018b). Logo, o maior
crescimento celular de E. cloacae UENF P7, nos cultivos em meios com
elevadas concentracdes de Cd (Fig. 1A e Tab. 1), indica que a bactéria foi
capaz de ativar mecanismos de protecdo contra o agente estressor e utilizar
uma ou mais rotas metabdlicas alternativas de obtengdo de energia para o
crescimento na presencga do metal. Para melhor compreensdo dessas rotas,
sdo necessarios estudos futuros mais aprofundados da cepa UENF P7,
envolvendo, por exemplo, a expressdo de proteinas no cultivo em meio

contendo altos teores de Cd no meio.

3.3. Capacidade de remocdao de Cd por E. cloacae UENF P7

A capacidade de E. cloacae UENF P7 em remover Cd foi avaliada através
da taxa de remocéo de Cd pela analise da concentracdo residual do meio e
pela determinacdo desse metal nas células durante o cultivo. No meio
contendo 70 mg L de Cd, a biomassa bacteriana removeu 39,9 (+ 2,12) mg L
de Cd até a midlog (6 h), o que corresponde uma taxa de remoc¢éo de 78,1%.
Em 12 h, quando o cultivo estava na fase estacionaria, a remocao de Cd foi
significativamente maior, tendo removido 57,7 mg L (x1,12) de Cd (p<0,001)
com 83,6% de taxa de remogéo (p<0,01). No meio contendo 140 mg L de Cd,
a biomassa removeu 73,9 mg Lt (#2,67) do metal até a midlog (10 h),

apresentando taxa de remocgdo igual a 92,6%. Na fase estacionaria houve
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aumento significativo na remocédo do Cd, sendo determinado 136,2 mg L™*
(£3,19) (p<0,001) do metal nas células e taxa de remocao de 94,8% (p<0,05).

A remocado de Cd por espécies bacterianas € influenciada, dentre outros
fatores, pelo pH do meio (Zhou et al., 2009; Limcharoensuk et al. 2015; Li et al.,
2018; Heidari e Sanaeizade, 2020) e pela fase de crescimento microbiano
(Yilmaz e Ensari, 2005; Huang et al., 2014; Arivalagan et al., 2014; Mitra et al.,
2018a, 2018b). O pH tem forte influéncia sobre a solubilidade de metais e,
consequentemente, sobre sua adsorcdo na célula bacteriana (Arivalagan et al.,
2014; Heidari e Sanaeizade, 2020), afetando a rede de cargas negativas e o
grau de dissociagdo dos grupos funcionais na parede celular (Ozdemir et al.,
2013). A adsorcdo de Cd?* depende de sitios de ligacdo carregados
negativamente na superficie da célula, bem como da extensédo da protonacdo
de grupos funcionais (Arivalagan et al., 2014).

Em pH inferiores a 4, h& alta concentracdo de H* e os prétons ocupam a
maioria dos sitios de ligacdo na superficie celular, reduzindo a intensidade de
cargas negativas. Em pH na faixa de 5 a 6, a biossorcdo aumenta, uma vez
que mais cargas negativas estardo disponiveis para ligar Cd?* (Arivalagan et
al., 2014). Portanto, no meio com 70 mg L* de Cd, o baixo valor do pH (3,9)
pode ter influenciado a adsorcéo de Cd na fase log. No tratamento com 140 mg
Lt de Cd, em comparacdo, o valor mais alto de pH (4,7) pode ter favorecido a
ligacdo de Cd a superficie celular. Na fase estacionaria, houve maior remogao
de Cd em ambos os meios, o0 que também deve ter sido influenciado pelo pH,
gue estava proximo de neutro nos dois casos (Tab. 2).

Boyanov et al. (2003) verificaram que a remocdo de Cd por Bacillus
subtilis aumentou com o aumento do pH do meio de cultivo entre 4,4 e 6,3. O
mesmo comportamento foi observado para Bacillus sp. GZ22 em meio com 10
mg L Cd (o sal utilizado foi CdCl2-5/2Hz), no qual o aumento do pH de 4 para
5 levou a maior biossorcdo do metal (4 mg L) (Zhao et al., 2017). Sun et al.
(2020) verificaram a remocédo de 73,6 mg L' de Cd?* por Enterobacter sp.
DNB-S2 cultivada em meio com 250 mg L' de Cd (o sal utilizado foi CdSQOa4) e
pH 7,4 na fase estacionaria.

A elevada capacidade de remocéo de Cd por E. cloacae UENF P7, indica

sua aptiddo como candidata ao emprego em processos de biorremediacdo. No
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entanto, sera interessante no futuro mais estudos para avaliar se o
tamponamento do pH do meio pode auxiliar o crescimento do microrganismo
sob estresse com Cd e, consequentemente, aumentar a eficiéncia da

biorremediagéao.

3.4. Viabilidade celular e aspectos morfologicos de E. cloacae UENF P7

cultivada em meio com Cd

As elevadas densidades celulares verificadas ao final dos cultivos em
meios contendo altas concentracdes de Cd demandaram a realizacdo de
analises adicionais a fim de corroborar com a capacidade de E. cloacae UENF
P7 de se multiplicar sob tais condi¢fes. Entdo, amostras ndo diluidas do meio
fermentado, retiradas no tempo final, foram observadas no microscépio Optico
de contraste de fase.

Conforme pode ser visto nas Figuras 2B e 2C, houve um claro aumento
no nimero de células nos meios com 70 e 140 mg L de Cd, respectivamente,
em comparacao ao obtido no meio controle (Fig. 2A). Somado a isso, foi feita
avaliacdo da viabilidade celular dessas amostras com o kit LIVE/DEAD®, que
mostrou clara emisséo de fluorescéncia verde (Fig. 2D-F), mostrando que as

células estavam viaveis ao final do processo.

Fig. 2 - E. cloacae UENF P7 foi cultivada em meio LB liquido sem adi¢éo de Cd (A e
D) e suplementado com 70 (B e E) ou 140 mg L?* (C e F). Imagens mostrando a
intensidade da producéo de biomassa por microscopia Optica de contraste de fase (A-
C) e a viabilidade celular por ensaio Live/Dead BacLight/Invitrogen (D-F) de amostras
retiradas na fase estacionaria do cultivo. Ampliacdo de 400X.
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A contagem de unidades formadoras de colénias em meio sdlido
confirmou que o nimero de células viaveis nos tratamentos com 70 mg L de
Cd (2,1 x 10° UFC mL?) e 140 mg L' de Cd (1,0 x 10° UFC mL) foram muito
superiores (12,5 e 7 vezes maiores, respectivamente) as obtidas no controle
(2,0 x 108 UFC mL?) (p<0,01). Dessa forma, esses dados corroboram as
medidas de concentracdo celular avaliadas por turbidimetria (Fig. 1 e Tab. 1).

Andlises por MEV e MET também foram empregadas para avaliar
eventuais alteragcdes morfologicas e/ou ultraestruturais causadas pelo Cd sobre
as células de E. cloacae UENF P7. Micrografias obtidas por MEV de amostras
retiradas durante as fases log e estacionaria sdo apresentadas na Fig. 3. Em
midlog, as células cultivadas em meio com 70 mg L' de Cd apresentaram
reducdo de tamanho (6 h) (Fig. 3B), quando comparadas as células cultivadas
nos tratamentos controle (2 h) e com 140 mg L* de Cd (10 h) (Fig. 3A e 3C,
respectivamente). Na fase estacionaria, no meio com 140 mg L de Cd, as
células apresentaram diminuicdo do tamanho e superficie celular rugosa (Fig.
3Fel).

Fig. 3 - Micrografia obtida por MEV de E. cloacae UENF P7 cultivada em meio LB sem
adicdo de Cd (A, D e G) ou em meio LB com 70 (B,Ee H) e 140 mg L* de Cd (C, Fe
), na fase midlog (A-C) e na fase estacionéria (D-1) de crescimento. Mag=5x e kV=10
(A-F) ou Mag = 25x e kV=15 (G-I).
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As analises por MET foram feitas em amostras retiradas na fase
estacionaria de crescimento. A morfologia exibida pela bactéria no cultivo em
meio sem adicdo de Cd é apresentada nas Fig. 4A e B. Nos meios com Cd
(Figuras 4C-F), as células ficaram menos alongadas e tiveram aumento do
didmetro, além de sofrerem alteracdes na morfologia da superficie celular. Em
comparacdo com células do meio controle, o contorno da parede celular
mostrou-se menos sinuoso nas bactérias cultivadas na presenca de Cd (seta
vermelha), sobretudo no meio com 140 mg L* de Cd, onde também foi
observada deformacdo das membranas citoplasméticas (Fig. 4F - seta
amarela). Além disso, a adi¢cdo de Cd ao meio implicou em aumento da elétron-
densidade no compartimento celular (Fig. 4C-F), associada a presenca de
granulos eletrodensos quando cultivada em 70 mg L? Cd (Fig. 4D - seta

branca).

Fig. 4 - Micrografia obtida por microscopia eletrdnica de transmissédo de E. cloacae
UENF P7 cultivada em meio LB sem adi¢&o de Cd (A-B) ou em meio LB com 70 (C e
D) e 140 mg L* (E e F) de Cd em fase estacionaria. Setas - vermelhas: sinuosidade da
parede celular; amarela: deformagdo de membrana citoplasmética e branca: granulos
eletrodensos.
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Em bactérias, as mudancas morfolégicas podem indicar uma resposta
adaptativa a um ambiente estressante. Este comportamento ja foi relatado para
E. cloacae (Xu et al.,, 2017), Enterobacter sp. (Jiang et al., 2019), Bacillus
pumilus (Nithya et al., 2011), B. cereus (Huang et al., 2014), Halomonas
meridiana e Marinobacter algicola (Fernandes et al., 2018).

A reducdo do comprimento da célula e o aumento do volume celular séo
mecanismos adotados para reduzir locais de fixacdo e adsor¢cdo de metais na
superficie (Nithya et al., 2011; Jiang et al., 2019). E possivel que essa
estratégia tenha sido utilizada por E. cloacae UENF P7, no entanto,
considerando os dados de taxa de remocdo de Cd que chegaram a valores
proximos de 95%, é possivel concluir que ndo houve sucesso em impedir a
ligagdo dos metais.

Imagens obtidas por MET e MEV de E. cloacae TU, antes e depois do
tratamento com Cd, mostraram que as células originais se apresentavam como
bastonetes lisos e de tamanho uniforme, enquanto a maioria das bactérias que
adsorveram Cd na superficie celular apresentaram depressfes e deformacdes
na membrana (Xu et al., 2017). Por outro lado, ao estudarem a resposta
morfolégica de Enterobacter sp. DNB-S2 a concentracdes elevadas de Cd, Sun
et al. (2020) ndo encontraram diferencas, em relacdo as células do meio sem
adicado de Cd, no tamanho, contornos celulares e espessura da parede celular,
mas a estrutura intracelular das ceélulas cultivadas com Cd foi modificada,
apresentando aspecto de vacuolizacao.

Células de Enterobacter EG16 exibiram morfologia distorcida, com
membranas citoplasmaticas deformadas, quando cultivadas em meio com
200 mg L* de Cd (Cheng et al., 2016). Em B. cereus RC1, a morfologia das
células foi afetada quando cultivadas em meios com 50 e 100 mg L de Cd,
havendo encolhimento do citoplasma e aumento progressivo da rugosidade, o
que foi atribuido a adsorcdo extracelular do metal (Huang et al., 2014),
semelhante ao observado na cepa UENF P7. Isto sugere que a superficie das
células tratadas com Cd no presente trabalho estavam repletas do metal ligado,
devido as alteracées que foram observadas nas micrografias em 140 mg L de
Cd.
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A adsorcéo de Cd a parede celular também foi o principal mecanismo de
resisténcia utilizado por E. cloacae TU (Xu et al., 2017), Enterobacter sp. DNB-
S2 (Sun et al., 2020), B. cereus M-16 (Ganguly et al., 2010) e Streptomyces
zinciresistens CCNWNQOO16T (Lin et al., 2012). Essa adsorcéo extracelular de
metais pode ser baseada em mecanismos como complexagcdo de superficie,
troca ibnica e interacdo eletrostatica, podendo todos ocorrer de forma
independente ou estarem sinergicamente envolvidos (Srinath et al., 2002).

A produgdo de substancias poliméricas extracelulares, como EPS, foi
também descrita como alternativa para aumentar a adsorcdo de Cd na
superficie bacteriana. Em E. cloacae TU, a hipersecrecdo de EPS estimulada
por Cd foi o mecanismo principal de adsor¢cdo do metal na superficie das
células (Xu et al., 2017), o que também foi observado em Pseudomonas putida
KT2440 (Pabst et al.,, 2010) e Sinorhizobium meliloti WT (Slaveykova et al.,
2010).

Outras estratégias de desintoxicacdo de Cd utilizadas por bactérias
incluem a precipitacdo intracelular do metal e sua bioacumulacdo na forma de
granulos eletrodensos. Esse comportamento foi observado em cepas de
Enterobacter (Cheng et al., 2014; Mitra et al., 2018b; Sun et al., 2020),
B. cereus (Li et al, 2018b), Klebsiella sp. (Pramanik et al., 2017; Mitra et al.,
2018a) e Cupriavidus sp. (Shi et al., 2020). Analises por diferentes métodos
revelaram que esses granulos sdo compostos por sulfeto de cadmio e/ou
outros sais de Cd insoluveis, como carbonato e fosfato (Cheng et al., 2016; Li
et al, 2018b; Sun et al., 2020). Portanto, futuramente, sera necessario averiguar
a composicdo dos granulos eletrodensos observados nas micrografias de
E. cloacae UENF P7 tratada com Cd.

Com base nestes relatos, pode-se inferir que as alteragbes intra e
extracelulares observadas na cepa UENF P7 quando cultivada em meios com
elevadas concentracdes de Cd (Fig. 3 e 4) foram decorrentes da adsorcao e/ou
bioacumulacdo do referido metal e fazem parte do rol de mecanismos de
resisténcia presentes nesta bactéria. O sequenciamento gendémico de
E. cloacae UENF P7 ja revelou a existéncia de genes que codificam a
producdo de enzimas antioxidantes (catalases e superoxido dismutase),

transportadores de membrana (tipo ATPase tipo P para cadmio) e proteinas
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como CzcA (resisténcia a cobalto-zinco-cadmio) (Silva, 2017). E possivel,
portanto, que estes genes tenham sido ativados nestas condicOes
estressantes, contribuindo para o maior crescimento em concentracdes téo
elevadas do metal, um comportamento aparentemente inédito para bactérias.
Outras espécies bacterianas desafiadas com Cd néo relataram desempenho
semelhante (Abbas et al. 2014; Das et al. 2014; Huang et al. 2014; Chen et al.
2016; Parsons et al. 2017; Xu et al. 2017; Mitra et al. 2018a e 2018b; Sun et al.
2020; Shi et al. 2020).

No entanto, para outros microrganismos como o0 fungo Agaricus
abruptibulbus, verificou-se crescimento significativo, tanto meio liquido quanto
em meio sélido suplementados com Cd (Meisch et al. 1981). Price & Morel
(1990) também verificaram que sob condi¢ces de limitacdo de zinco no meio,
Cd atuou substituindo esse elemento em macromoléculas no cultivo da
diatomacea marinha Thalassiosira weissflogii. Dados obtidos para essa espécie
indicaram que Cd atuou diretamente no metabolismo celular, participando no
funcionamento da metaloenzima anidrase carbbnica, para aquisicdo de
carbono inorgéanico (Park et al., 2008; Li et al., 2020). Portanto, sdo necessarios
mais estudos com diferentes abordagens para compreender o real papel do Cd
no metabolismo de E. cloacae UENF P7.

Apesar do conhecimento sobre a existéncia de multiplos mecanismos
antioxidantes preditos na estrutura genética de E. cloacae UENF P7, novas
pesquisas poderao elucidar os caminhos utilizados pela bactéria para contornar
os efeitos téxicos do Cd e produzir concentracdes tdo elevadas de biomassa
em cultivos com o metal. Ademais, desvendar e caracterizar 0S mecanismos
utilizados pela bactéria para esta autoprotecdo e resisténcia ao Cd podera
trazer luz para a compreensdo de fendmenos semelhantes em outros

microrganismos, e para outros metais toxicos.
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4. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que E. cloacae UENF P7
apresenta elevada resisténcia a Cd, o que foi evidenciado em ensaios de
cinética de crescimento celular na presenca do metal e por analises de
microscopia. As concentracdes testadas de Cd s&o superiores aos limites
permitidos pelas legislacbes ambientais e as relatadas na literatura como
limitantes para outros organismos. Por outro lado, o trabalho constitui o
primeiro relato sobre a capacidade de uma espécie bacteriana produzir
elevadas concentragfes de células durante o cultivo em meios contendo altas
concentracdes de Cd. Considerando a origem da cepa E. cloacae UENF P7, os
resultados aqui obtidos podem também auxiliar no desenvolvimento de

estratégias para remediacado de 4guas residuais contaminadas com o metal.
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6. CAPITULO 3

ANALISE PROTEOMICA DE Enterobacter cloacae UENF P7
REVELA ESTRATEGIAS DE CRESCIMENTO DURANTE A
EXPOSICAO AO CADMIO
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RESUMO

Enterobacter cloacae € uma bactéria Gram-negativa com grande potencial para
aplicacbes biotecnoldgicas, em funcdo de sua diversidade metabdlica e
capacidade de sobrevivéncia sob condi¢cdes adversas, incluindo ambientes
poluidos por metais pesados. A cepa E. cloacae UENF P7 demonstrou
expressivo crescimento e capacidade de remocdo de cadmio (Cd) durante
cultivo sob altas concentracdes do metal, evidenciando sua resisténcia a esse
agente estressor. No presente trabalho, buscando esclarecer os mecanismos
gue justifiquem esse comportamento, foi realizada andlise protedmica de
amostras obtidas na fase late log durante cultivo desta cepa em meio LB
tamponado suplementado com 70 mg L Cd. Os ensaios foram feitos em
frascos agitados, com controle de temperatura (30 °C) e agitacdo (165 rpm),
acompanhando-se a cinética de crescimento por turbidimetria e a remocao de
Cd por espectrometria de emissédo 6ptica de plasma acoplado indutivamente
(ICP-OEs). A analise protedmica foi feita por espectrébmetro de massa Synapt
G2-Si HDMS. Os resultados evidenciaram elevadas velocidades de
crescimento e producdo de células duas vezes maior (4,9 g L) que no meio
ndo suplementado com Cd. A biomassa foi capaz de remover 61,8 mg L Cd
até a fase estacionaria de crescimento (12 h), o que corresponde a 88% do
inicial. A analise do perfil protebmico revelou os seguintes mecanismos para
lidar com o estresse causado por Cd: 1) excre¢do de Cd por bomba de efluxo
(ATPase do tipo P transportadora de zinco/cadmio/chumbo (ZntA)); 2)
mitigacdo de danos por enzimas antioxidantes (catalase/peroxidase HPI e
catalase HPII); 3) ligacdo com metaloproteinas (cysteine desulfurase e Fe-S
cluster assembly scaffold IscU); Também foram positivamente reguladas varias
proteinas envolvidos em diferentes rotas metabdlicas de producdo de energia
(ciclo dos acidos tricarboxilicos, glicolise, via das pentoses fosfato, fosforilacdo
oxidativa), biossintese de arginina e vias de degradacdo de aminoacidos
(alanina, aspartato, glutamato, cisteina e metionina). A expressdo dessas
proteinas ajuda a explicar a elevada atividade celular e resisténcia ao Cd
demonstradas por E. cloacae UENF P7 neste trabalho.

Palavas-chave: Mecanismos de resisténcia; metal; Cd

74



CAPITULO 3

1. INTRODUCAO

A contaminacao por metal causada por atividades industriais representa
uma ameaca continua aos ecossistemas e a saude humana (Das et al., 2016).
Dentre os metais, cAdmio (Cd) se destaca pela alta toxicidade, estando atras
apenas de mercurio (Hg) e chumbo (Pb) (Jamers, 2013; Ismael et al., 2019). O
Cd tem efeitos adversos a saude humana, sendo acumulado principalmente
nos rins e no figado (Klaassen et al., 1999; Aitio et al., 2004) e é categorizado
como cancerigeno para humanos (Jaishankar et al., 2014).

Novas tecnologias envolvendo abordagens multidisciplinares com
microrganismos tém sido propostas para tratar efluentess contaminados por
metais, incluindo bioestimulacdo, bioaumentacéo, bioacumulacéo e biossorcao
(Niti et al. 2013). Esses métodos biolégicos de remediacao tém maior potencial
econdbmico em comparacdo com meétodos fisicos e quimicos (Wang et al.,
2019; Sharma e Kumar et al., 2021), com a vantagem de nao alterar o
microambiente natural e manter o equilibrio do ecossistema (Das et al., 2016).
As bactérias sao candidatas promissoras para estes processos por
apresentarem sistemas especializados de resisténcia a metais (Wang et al.,
2019). Além disso, caracteristicas como a alta razdo area de superficie para
volume, a presenca de material genético extra cromossémico, a plasticidade
fenotipica, altas velocidades de crescimento, bem como versatilidade
nutricional, favorecem seu potencial de aplicagéo (Smith, 2005).

Os mecanismos de sobrevivéncia de bactérias sob exposicdo ao Cd
incluem reducdo da absorcdo, sequestro, complexacdo do metal, efluxo,
sintese de peptideos ligantes e secrecdo de polissacarideos extracelulares
(Gadd, 2004; Xu et al., 2017; Chuanboon et al., 2019). De acordo com Abbas et
al. (2017), dentre as bactérias resistentes a Cd, o principal grupo consiste
naquelas que efluem Cd das células por meio de bombas de efluxo. Essas
proteinas de membrana séo responsaveis pela extrusdo do metal. Outras
espécies utilizam mecanismos de adsorcdo a parede celular. Neste caso,
grupos funcionais como amina, carboxila, fosfato e hidroxila facilitam a ligacao
do Cd a superficie bacteriana. Enzimas antioxidantes como catalase e

superoxido dismutase, também podem estar envolvidas na desintoxicacdo do
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Cd em bactérias, pois participam da eliminagcdo de espécies reativas de
oxigénio geradas pelo metal (Banerjee et al., 2015).

A analise protebmica é uma ferramenta importante para comparar
proteomas, ou seja, 0 conjunto de proteinas expressas em determinadas
condicdes fisioldgicas, como aquelas resultantes da exposicdo a metais ou
outros fatores ambientais (Requejo e Tena, 2005). A melhora substancial nas
técnicas de separacao e identificacdo de proteinas, assim como a expansao do
conhecimento genbémico, levaram a um aumento na aplicagdo de meétodos
protebmicos para responder questdes bioldgicas, aprofundando os
conhecimentos das interagdes entre organismos e o meio ambiente (Luque-
Garcia et al., 2011; Han et al., 2021).

Enterobacter cloacae € uma bactéria Gram-negativa que tem sido
estudada para aplicac6es biotecnoldgicas, devido a sua alta capacidade de
adaptacao e sobrevivéncia em condicdes adversas (Chuanboon et al., 2019). A
bactéria tem sido relatada como resistente a muitos metais, incluindo Cd, Ni, Cr
e Pb, mostrando que possui proteinas de respostas a estes estresses
ambientais (Chakraborty e Das, 2014; Banerjee et al.,, 2015; Rahman et al.,
2015; Oziegbe et al., 2021). A analise protéomica de E. cloacae EC01 apos
exposicao a Cd mostrou alta expressao de proteinas de ligacdo ao metal, além
da enzima antioxidante catalase (Das et al., 2016).

Trabalhos recentes demonstraram a resisténcia de E. cloacae UENF P7
em meios com elevadas concentracbes de Cd, evidenciada pela sua
capacidade de produzir biomassa em altas velocidades e de remover altas
doses do metal (Capitulo 1 e 2). Certamente, a bactéria dispde de mecanismos
de protecdo contra Cd, incluindo a diversificacdo de rotas metabdlicas para
obtencdo de energia, 0 que garante o crescimento da cepa nestas condicdes.
Assim, visando esclarecer os mecanismos de resisténcia e remoc¢ao de Cd por
E. cloacae UENF P7, realizou-se analise proteémica de amostras recolhidas na
fase final do cultivo da bactéria, de forma a investigar alteracdes dos perfis de
expressao de proteinas na presenca de Cd. Além disso, foi analisada a cinética

de remocéo de Cd durante o cultivo da bactéria.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cepa bacteriana e preparo do in6culo

E. cloacae UENF P7 foi isolada da raiz da planta aquatica Pistia stratiotes,
coletada no Rio Paraiba do Sul, em Resende-RJ, Brasil. O nUmero de acesso a
cepa no GenBank é NQLK 00000000.1 (Silva, 2017).

Culturas da bactéria foram estocadas em solucéo de glicerol 40% a -80 °C
e ativadas em meio Luria-Bertani (LB) solido. Foi utilizado para in6culo meio LB
modificado (g L™: glicose, 10; triptona, 10; extrato de levedura, 5; NaCl, 5 com
pH 6,0) (Xu et al., 2017). Para meio s6lido, adicionou-se 15 g L'! de agar. O
cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com chicanas, contendo 50
mL de meio e inoculados com alcadas de cultura fresca ativadas em meio
solido. Os frascos foram incubados a 30 °C e 165 rpm, em agitador orbital
(SOLAB SL-222) até o cultivo alcangar midlog.

2.2. Solucao do metal

A solucéo estoque (1 mol L'Y) de CdCl2.H20 (CINETICA) foi preparada em
agua ultrapura (Sistema Milli-Q). A mesma foi esterilizada por filtracdo com
membrana de 0,22 um. Aliquotas da soluc¢do foram adicionadas ao meio de

cultivo em volume adequado para obter as concentracfes desejadas de Cd.

2.3. Cultivo bacteriano em meio liquido suplementado com Cd

A cinética de crescimento bacteriano em meio contendo 70 mg L foi
avaliada empregando-se frascos Erlenmeyer de 500 mL, com chicanas,
contendo 100 mL de meio LB tamponado em pH 6,0, com 3 g L* de K2HPOs e
KH2POa4 e 5% v/v de inéculo. Os frascos foram incubados em agitador orbital
(SOLAB SL-222) a 30 °C e 165 rpm. Meio LB tamponado sem adi¢do de Cd foi
empregado como controle. A variacdo do pH do meio foi acompanhada durante
o cultivo.

O crescimento celular foi monitorado por espectrofotometria (SHIMADZU
UV-1800), a 600 nm (DOsoo), de amostras retiradas em intervalos regulares.
Posteriormente, os valores de DOsoo foram convertidos em concentracao
celular (massa de matéria seca por unidade de volume), utilizando uma curva

de calibracdo, conforme descrito por Siqueira (2017). Para a construcdo da
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curva foi utilizada uma suspensao de células de E. cloacae UENF P7 cultivada
em meio LB nas condic¢des citadas, retiradas na fase midlog. A variacdo do pH

do meio foi acompanhada durante o cultivo.

2.4. Quantificacao de glicose

A determinacdo da concentracdo de glicose no meio durante o cultivo
bacteriano foi feita pelo método descrito por Lindsay (1973). Brevemente,
500 uyL do meio fermentado foi centrifugada (EPPENDORF 5804 R) a
16.873 x g por 5 min. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 250 pL do
sobrenadante e 250 pL de é&cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS - EXODO
CIENTIFICA), mantendo-se a mistura em banho-maria a 100 °C por 15 min.
Apés resfriamento, foram adicionados 2 mL de &gua ultrapura aos tubos,
seguindo-se a leitura da absorbancia a 540 nm (SHIMADZU UV-1800). Solugéo
de glicose P.A (VETEC) foi utilizada como padréo.

2.5. Determinacéao de Cd

A capacidade de remocao do Cd por E. cloacae UENF P7 foi quantificada
durante o cultivo em meio LB suplementado com 70 mg L' de Cd.
Resumidamente, 15 mL do meio fermentado foram centrifugados
(EPPENDORF 5804 R) a 3.438 x g por 20 min. e lavado duas vezes. O pellet
(100 mg) foi digerido com 1,0 mL de &cido nitrico bidestilado (HNOs, 67% v/v) e
aguecido a 100 °C nos tubos tampados por 4 h. ApGs o resfriamento, as
amostras foram diluidas com agua ultrapura (Sistema Milli-Q) e analisadas por
espectrometria de emissdo Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP-
OEs), empregando-se o espectrébmetro Varian Liberty Series Il (Cd: A = 214 nm;
tempo de exposicdo: 60 s; sensibilidade: amplo; direcdo de visualizacéo:

horizontal).

2.6. Analise Protedmica

2.6.1. Extracéo de Proteinas
A andlise protebmica foi realizada em amostras obtidas do meio
fermentado (trés réplicas bioldgicas, 300 mg cada amostra), quando o cultivo

estava entrando na fase estacionaria do crescimento, sendo o controle em 4h e
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tratamento com Cd (70 mg L) com 8h. As proteinas foram extraidas usando o
método de precipitacdo TCA/acetona descrito por Damerval et al. (1986).
Resumidamente, as amostras foram precipitadas em 1 mL de tampédo de
extracdo refrigerado contendo &cido tricloroacético 10% (p/v) (TCA; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) em acetona com 20 mmol L de ditiotreitol (DTT;
GE Healthcare), vortexadas por 30 min a 8 °C e incubadas a -20°C por 1 h para
precipitacdo das proteinas. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 16.000 x g
por 30 min a 4 °C. Os pellets resultantes foram lavados trés vezes com acetona
gelada contendo 20 mmol L* de DTT, vortexados por 30 s e centrifugados
por5 min. a 4 °C, para cada lavagem. As amostras foram secas ao ar,
ressuspensas em 1 mL de tampéo contendo 7 mol L de uréia (GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido), 2 mol L' de tiouréia (GE Healthcare), 2% de
Triton X-100 (GE Healthcare), 1% de DTT, 1 mmol L?! fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma-Aldrich) e incubado durante 30 min em gelo.
As amostras foram entdo vortexadas a 8 °C por 30 min e centrifugadas a
16.000 x g por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e as
concentracbes de proteina foram determinadas usando o 2-D Quant Kit (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA).

2.6.2. Digestéo de Proteinas

Para a digestdo de proteinas, 100 pg de proteinas extraidas de cada
réplica biolégica foram precipitadas usando o método metanol/cloroférmio para
remover qualquer interferéncia das amostras antes da digestdo com tripsina
(Nanjo et al., 2012). ApGs a precipitacdo das proteinas, as amostras foram
ressuspensas em solucdo de 7 mol L uréia/2 mol L tiouréia para suspenséo
adequada. A digestdo de proteinas tripticas (1:100 enzima:proteina, V5111,
Promega, Madison, EUA) foi realizada usando o filtro auxiliar de preparacao de
amostras (FASP) (Wisniewski et al. 2009), com modificagbes. Antes de iniciar a
digestao, foi realizado um teste de integridade para verificar se havia unidades
de filtro danificadas (Hernandez-Valladares et al. 2016), portanto, apenas as
unidades de trabalho foram usadas. Posteriormente, aliquotas de proteina
foram adicionadas as unidades de filtro Microcon-30 kDa Merck Millipore
(Darmstadt, HE, Alemanha) (Lipecka et al. 2016), lavadas com 200 pL de
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bicarbonato de amoénio 50 mmol L (Sigma-Aldrich) (solucéo A) e centrifugado
a 10.000 x g por 15 min a 25 °C (salvo indicacdo em contrario, todas as etapas
de centrifugacéo foram realizadas nesta condi¢do). Esta etapa foi repetida uma
vez pararemocdo completa da uréia antes da redugdo da proteina. Em
seguida, 100 puL de DTT 50 mmol L?, recém-preparado na solucédo A, foi
adicionado, vortexado e incubado por 20 min a 60 °C (1 min de agitacdo e
4 min. de repouso, a 350 rpm). A seguir, 200 yL de 8 mol L de uréia em
50 mmol L de bicarbonato de amonio (solucdo B) foi adicionado e
centrifugado por 15 min. Para a alquilacdo da proteina, 100 pL de
iodoacetamida 50 mmol L (GE Healthcare) recém-preparada na solugéo B, foi
adicionado, suavemente vortexado e incubados por 20 min. a 25 °C na
auséncia de luz (1 min de agitacdo e 19 min de repouso, a 350 rpm).
Posteriormente, 200 puL de solugdo B foi adicionado e centrifugado por 15 min.
Esta etapa foi repetida duas vezes. Em seguida, 200 pL da solucdo A foram
adicionados e centrifugados por 15 min. Este passo foi repetido duas vezes.
Aproximadamente 50 uL da amostra deve permanecer na ultima lavagem. Para
digestdo de proteinas, 25 pL de RapiGest 0,2% (v/v) (Waters, Milford, CT,
EUA) e 25 pL de solucao de tripsina (1:100 enzima:proteina, V511, Promega,
Madison, EUA) foi adicionado, suavemente vortexado e incubado por 16 h a
37 °C (1 min de agitacdo e 4 min de repouso a 350 rpm). Para a eluicdo
peptidica, as unidades de filtro foram transferidas para novos microtubos e
centrifugadas por 10 min., entdo 50 pL de solucdo A foi adicionado e
centrifugado por 15 min. Esta etapa foi repetida uma vez. Para precipitacdo de
RapiGest e inibicdo de tripsina, 5 pL de acido trifluoroacético a 15% (TFA,
Sigma-Aldrich) foi adicionado, suavemente agitado em vortex e incubado por
30 min a 37 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min. e os
sobrenadantes foram coletados e secos a vacuo. Os peptideos foram
ressuspensos em 100 pL de uma solucdo a 95% de bicarbonato de amoénio
50 mmol L?, acetonitrila 5% e &cido férmico 0,1% (Sigma-Aldrich). Os
peptideos resultantes foram quantificados pelo método da proteina e peptideo
A205 nm, usando um espectrofotbmetro NanoDrop 2000C (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA).

80



CAPITULO 3

2.6.3. Andlise de Espectrometria de Massa

Um nanoAcquity UPLC acoplado a um espectrometro de massa Synapt
G2-Si HDMS (Waters, Manchester, Reino Unido) foi usado para ESI-LC-
MS/MS. As corridas consistiram em trés réplicas biolégicas de 1 pg de
proteinas digeridas. Durante a separacdo, as amostras foram carregadas na
coluna nanoAcquity UPLC 5 um C18 trap (180 pm x 20 mm) a 5 pyL/mint por
3 min. e depois na coluna de fase reversa analitica nhanoAcquity HSS T31
1.8 um (75 pm x 150 mm) a 400 nL/mint, com temperatura de coluna de 45 °C.
Para a eluicdo peptidica foi utilizado um gradiente binario, com a fase moével A
(dgua e acido férmico 0,1%) e a fase movel B (acetonitrila e acido férmico
0,1%). A eluicdo em gradiente comecou em 7% B, depois aumentou de 7% B
para 40% B até 92.72 min., depois permaneceu em 99,9% até 106.00 min,
depois diminuiu para 7% B até 106.1 min e finalmente permaneceu em 7% B
até o final do experimento em 120 min. A espectrometria de massa foi realizada
em modo positivo e resolu¢do (modo V), 35.000 FWHM, com mobilidade i6nica
e modo de aquisicdo de dados independente (HDMSE). A onda de mobilidade
idbnica foi ajustada para uma velocidade de 600 m s*; a transferéncia de
energia de colisdo aumentou de 19 V para 55 V no modo de alta energia; as
voltagens de cone e capilar foram de 30 V e 2750 V, respectivamente; e a
temperatura da fonte foi de 70 °C. Nos parametros TOF, o tempo de varredura
foi ajustado para 0,5 s no modo continuo com uma faixa de massa de 50 a
2000 Da. O [Glul]-fibrinopeptideo B humano (Sigma-Aldrich) a 100 fmol/uL™? foi
usado como calibrador externo e a aquisicdo de massa de bloqueio foi
realizada a cada 30 s. Os espectros de massa foram adquiridos pelo software
MassLynx v4.0.

2.6.4. Andalise de Dados Protebmicos

Para processamento espectral e busca em banco de dados, foram
utilizados o ProteinLynx Global Server (PLGS; versao 3.0.2) (Waters, EUA) e o
software de workflow ISSOQuant (Distler et al. 2014; 2016). O PLGS foi
processado usando um limiar de baixa energia de 150 (contagens), um limiar
de energia elevada de 50 e um limiar de intensidade de 750. Além disso, a

analise foi realizada usando os seguintes parametros: duas clivagens perdidas,
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um ion de fragmento minimo por peptideo igual a 3, um ion fragmento minimo
por proteina igual a 7, um peptideo minimo por proteina igual a 2, modificacbes
fixas de carbamidometilo e modificacBes variaveis de oxidacao e fosforil. A taxa
de descoberta falsa foi definida para um maximo de 1%. Os dados prote6micos
foram processados contra o banco de dados para Enterobacter cloacae UENF
P7 da uniprot (UP000215937).

A andlise comparativa de quantificacdo sem roétulo foi realizada usando o
software ISOQuant, empregando-se configuracbes e algoritmos descritos
anteriormente (Distler et al. 2014; 2016). Resumidamente, a analise incluiu
alinhamento de tempo de retencdo, tempo de retencdo de massa exato e
agrupamento de espectrometria de mobilidade de ions, bem como
normalizacdo de dados e filtragem de homologia de proteinas. O ISOQuant
anota os agrupamentos de recursos resultantes avaliando as identificagdes de
peptideos de consenso e as probabilidades de identificacdo. Os parametros de
identificacdo de proteinas no ISOQuant foram definidos para uma taxa de
descoberta falsa de 1%, uma pontuacdo de peptideo maior que seis, um
comprimento minimo de peptideo de seis aminoacidos e pelo menos dois
peptideos por proteina. A quantificacdo sem rotulo foi estimada usando a
abordagem de quantificacdo TOP3, seguida pelo processo de normalizacdo
multidimensional implementado no ISOQuant (Distler et al. 2014).

Finalmente, para anotacdo funcional, as proteinas reguladas
diferencialmente foram lancadas contra o banco de dados de sequéncias de
Enterobacterales ndo redundantes (nr) usando o software OmicsBox
(Blast2Go).

2.7. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média = desvio padrdo de
experimentos replicados independentes (n=3). As analises estatisticas foram
realizadas usando Graphpad Prism 9.0 para avaliar as diferencas significativas
entre cada tratamento por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de

Tukey a um nivel de significancia (p< 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Cinética de crescimento e de remocéao de Cd por E. cloacae UENF P7

Conforme mostra a Figura 1, os perfis cinéticos de crescimento foram
similares nos dois meios avaliados até o tempo de 3 h. Apds esse periodo, no
controle houve desaceleracdo do crescimento e transicdo para a fase
estacionaria. A glicose foi metabolizada em altas velocidades até cerca de 6 h,
depois disso, o consumo ficou praticamente paralisado até o final, verificando-
se residual de 0,5 g L do aglcar. A maxima DOsoo (7,5), alcancada com 8 h,

corresponde a 2,5 g L de células.

Fig. 1 - Cinética de crescimento (quadrado), consumo de glicose (tridngulo) e
concentracdo de Cd nas células (circulo), em fungcdo do tempo (h), no cultivo de
E. cloacae UENF P7 em meio LB tamponado. Meio controle: preto; meio com 70 mg L-
1Cd: vermelho e azul (n=3).
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A partir de 3 h, a cinética de crescimento no meio contendo Cd distinguiu-
se consideravelmente daquela do meio controle (Fig.1). As velocidades de
crescimento permaneceram elevadas, a fase log foi muito mais longa (~ 3,5 h)
e a entrada na fase estacionaria ocorreu 4 h depois. As velocidades de

consumo de glicose foram superiores, mas também foi interrompido antes da
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entrada na fase estacionaria. O cultivo atingiu a DOsoo méaxima (14,8) com 10 h
de cultivo, o que representa o dobro da concentracédo celular (4,9 g L) obtida
no meio controle.

O tamponamento dos meios de cultivo ndo foi suficiente para manter o pH
inicial (6,0) durante todo o cultivo. No meio controle o pH caiu para 5,4 no final
da fase log (4 h), o que mostra que essa reducao nao foi suficiente para afetar
o crescimento. No meio com Cd, os menores valores de pH (5,1-5,3) foram
observados em 4 e 6 h, durante a fase log. Em trabalho anterior, no cultivo de
E. cloacae UENF P7 em meio LB n&o tamponado, no meio controle sem
suplementacéo de Cd o pH caiu para 3,8, enquanto no meio com 70 mg L Cd,
o menor pH foi 3,9. No entanto, a concentracdo celular no controle foi duas
vezes menor que a observada no presente trabalho, enquanto no meio com Cd
o crescimento celular ndo foi afetado (Capitulo 2), o que mostra que o
crescimento foi afetado em pH mais acidos.

A variacdo da concentracdo de Cd nas células de E. cloacae UENF P7
durante o cultivo € apresentada na Figura 1. Com 4 h de processo, cerca de
61% do Cd (42,5 mg L) inicial haviam sido removidos do meio pela bactéria.
Porém, a velocidade de remocdo do metal diminuiu drasticamente e entre 4 e
8 h as concentracbes de Cd acumulados nas células permaneceram
aproximadamente constantes. Este comportamento pode indicar necessidade
de readaptacdo das células, uma vez que o teor de Cd acumulado voltou a
subir, chegando a 61,8 mg L' em 12 h, valor que corresponde a 88% do total
adicionado ao meio de cultivo.

O pH do meio influencia fortemente a solubilidade de metais e a
competicdo entre ions metélicos e prétons pelos sitios de ligacdo da superficie
celular bacteriana (Li et al., 2018; Heidari e Sanaeizade, 2020). Para as cepas
P. aeruginosa B237 (Limcharoensuk et al., 2015), Wangia profunda SM-A87
(Zhou et al., 2009) e Sphingomonas melonis E8 (Heidari et al., 2020), a maior
biossorcdo de Cd?* foi verificada em pH 6. Para outros microrganismos, como
Bacillus cereus MG257494.1 e Alcaligenes faecalis MG966440.1, a biossorcao
de Cd?* foi mais eficiente em meios de cultivo com pH neutro (El-Meihy et al.,
2019).
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A remocédo de Cd do meio também pode variar com a fase de crescimento
bacteriana. Segundo Arivalagan et al. (2014), a biossor¢do de Cd?* (CdCl2) por
Bacillus cereus foi insignificante na fase lag, mas, na fase log, a absorcédo do
metal aumentou rapidamente devido & maior disponibilidade de sitios de
ligacdo ativos na biomassa. De acordo com Huang et al. (2014), a méxima
remocao de Cd ocorreu na fase estacionaria em meios com 50 e 100 de mg
L. Em cultivo de P. aeruginosa KUCd1, mais de 75% do Cd sollvel no meio

de cultivo foi removido na fase estacionaria (Sinha e Mukherjee, 2009).

3.2. Estudo de Protebmica Comparativa

A cinética de crescimento de E. cloacae UENF P7 apresentada na Fig. 1
evidenciou que esta cepa foi capaz de produzir elevada concentracdo de
células em meio suplementado com Cd, assim como remover elevadas
concentracfes do metal. Dessa forma, de modo a investigar os mecanismos
utilizados pela bactéria para contornar os efeitos toxicos do metal e reunir
dados que ajudem a compreender o desempenho alcancado, foram realizadas
andlises de protedbmica de amostras da biomassa coletadas nos tempos de 4 h,
na condicdo controle, e de 8 h, no meio de cultivo com Cd (70 mg L"1). O tempo
de fermentacéo escolhido para a retirada das amostras baseou-se na fase de
crescimento, estando ambos os cultivos na transicdo para a fase estaciondria
(late log). Foram identificadas 1.068 proteinas, sendo 391 proteinas
acumuladas diferencialmente (DAPs). Dentre estas, 222 proteinas foram
reguladas positivamente (UP) (Tab. S1) e 169 proteinas reguladas
negativamente (DOWN) (Tab. S2), na comparacédo controle e tratamento. Além
disso, foram identificadas 4 proteinas Unicas no controle e 22 no tratamento
com Cd (Tab. S3). Dentre as DAPs, algumas foram destacadas e discutidas
neste trabalho de acordo com sua relevancia na resposta ao metal.

A regulacéo do sistema de transporte € um dos primeiros mecanismos de
resisténcia adotados por bactérias para realizar a manutencdo da homeostase
de metais na célula (Das et al., 2016). No tratamento com Cd, dentre as
proteinas Unicas, verificou-se regulacdo de uma ATPase do tipo P
transportadora de zinco/caddmio/chumbo (ZntA). De acordo com Lopez et al.

(2018), as ATPases do tipo P sé&o cruciais na resisténcia ao Cd, pois participam
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da exportacdo do metal na célula. Burkholderia cepacia GYP1 apresentou
regulacdo positiva de uma ATPase tipo P exportadora de Cd?*/Zn?* sob
estresse por Cd (Zhang et al., 2019). Poirier et al. (2016) relataram que a
elevada regulacdo de ATPase exportadora de Cd por Pseudomonas
fluorescens BA3SM1 neutralizou a toxicidade do metal por efluxo ativo de Cd?*.

O Cd pode desencadear uma elevada producdo de EROs e as células
empregam alguns mecanismos antioxidantes para contornar o estresse
oxidativo (Abbas et al., 2017). Os resultados da andlise protedmica mostraram
que E. cloacae UENF P7 cultivada na presenca do Cd também apresentaram
DAPs relacionadas a defesas antioxidantes. As proteinas glutationa redutase,
S-formilglutationa hidrolase e peroxirredoxina C apresentaram regulacdo
negativa, enquanto as proteinas catalase/peroxidase HPI e catalase HPII
apresentaram regulacéo positiva. A expressao da proteina catalase também foi
observada em trés cepas de E. cloacae (ATCC 13047, EC0O1 e EC07) quando
cultivadas sob estresse de Cd, sendo considerada a principal enzima utilizada
para desintoxicar os efeitos nocivos do metal na cepa ATCC 13047
(Chuanboon et al., 2019). Banerjee et al. (2015) avaliaram a producdo de
catalase por E. cloacae B1 quando cultivada na presenca de Cd, Ni e Pb, e
verificaram uma maior producédo dessa enzima na presenca do Cd. A catalase
€ uma importante enzima antioxidante responsavel pela conversao de peroxido
de hidrogénio em &gua para reduzir o estresse oxidativo (Sun et al., 2020;
Borisov et al., 2021). Portanto, a regulacéo positiva da catalase em E. cloacae
UENF P7 cultivada na presenca de Cd pode estar relacionada a necessidade
da reducao de radicais livres e protecdo da integridade da célula exposta ao
metal.

Outro mecanismo de resisténcia ao Cd adotado por bactérias é a
regulacdo positiva de metaloproteinas, pois sua ligacdo a essas estruturas
pode aliviar o efeito toxico do metal na célula (Helbig et al., 2008; Wang et al.,
2019). Em nossa analise protedmica observamos uma regulacao positiva das
metaloproteinas cisteina dessulfurase e Fe-S cluster assembly scaffold IscU.
Wang et al. (2019) também observaram uma maior producdo da cisteina
dessulfurase por Burkholderia cenocepacia apds cultivo na presenca do Cd,

atribuindo esse resultado ao mecanismo de defesa para desativar o metal no
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citoplasma. Da mesma forma, a proteina Fe-S cluster assembly scaffold IscU
pode ser inativada pela ligacdo do Cd aos residuos de enxofre e cisteina da
estrutura (Roy et al., 2017; Wang et al., 2019).

Utilizando o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para
avaliar as vias metabdlicas, os resultados da andlise protedmica indicaram que
proteinas associadas a glicolise, via das pentoses fosfato, ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA), fosforilagdo oxidativa, biossintese de arginina e
metabolismo de alanina, aspartato, glutamato, cisteina e metionina foram
significativamente expressas no cultivo de E. cloacae UENF P7 na presencga do
Cd. Familia de isomerases de acucar-fosfato RpiB/LacA/LacB

As proteinas frutose-bisfosfatase, proteina da familia das transcetolases,
ribulose-fosfato 3-epimerase e familia de isomerases de acgucar fosfato
RpiB/LacA/LacB, reguladas positivamente, pertencem as vias glicolitica e
pentoses fosfato (fase ndo oxidativa). Essas proteinas estdo envolvidas na
producdo de D-Ribose-5P, o qual pode ser utilizado para a sintese de acidos
nucléicos (Karaman et al., 2020). Além disso, na via das pentoses fosfato,
também observou-se a regulacdo positiva da proteina gluconoquinase,
responsavel pela fosforilacdo de D-gluconato em D-Gluconato-6P. Dessa
forma, é provavel que E. cloacae UENF P7 tenha produzido acido glucénico na
presenca de Cd e o produto de sua fosforilagdo pode ser utilizado para gerar
energia na via da pentose fosfato (Kumar et al., 2015).

Seis proteinas do TCA apresentaram regulacdo positiva, indicando que o
Cd néo interrompeu a atividade do ciclo e continuou gerando energia para E.
cloacae UENF P7 (Fig. 2 e Tab. 1). Para organismos aerobicos, essa via é de
grande importancia para a producéo de energia e fornecimento de compostos
intermediarios utilizados na biossintese de proteinas, acidos graxos e
aminoacidos (Liu et al.,, 2018). Assim como no presente trabalho, a cepa
Burkholderia cepacia GYP1 cultivada na presenca de Cd apresentou aumento
na producdo das proteinas 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component,
malate dehydrogenase, fumarate hydratase class | e succinate dehydrogenase
iron-sulfur subunit designadas para manutencdo da célula e resisténcia ao Cd
(Zhang et al., 2019). Outras cepas bacterianas, quando expostas ao Cd, optam

pela economia de energia através da inibicdo de processos metabolicos com
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elevado consumo de energia. Na bactéria Campylobacter jejuni, a exposi¢do ao
Cd acarretou na regulacdo negativa de algumas proteinas do TCA, o que
prejudicou seu funcionamento (Kaakoush et al.,, 2008). Analise do
transcriptoma de Enterobacter sp. EG16 cultivada na presenca de 100 mg™ Cd,
mostrou aumento na producdo de proteinas de resposta ao estresse e
repressdo de processos metabdlicos que requerem elevado consumo de

energia, como a biossintese de aminoacidos (Chen et al., 2016).

Fig. 2 - Proteinas reguladas positivamente no ciclo do acido tricarboxilico (vermelho).
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Tab. 1 - Proteinas UP reguladas identificadas em biomassa de E. cloacae UENF P7
cultivadas na presenca de 70 mg L** Cd, em comparacéo ao controle.

Via . Fold Cddigo
- Proteina o Acesso
metabdlica change enzimético
Malate dehydrogenase 1,01 EC 1.1.1.37 AOA7G3ERP4
TCA Aconitate hydratase AcnA 1,92 EC4.2.1.3 AOA7G3ET73
Fumarate hydratase 2,57 EC4.2.1.2 AOA7G3EXW7
Succinate dehydrogenase 387  EC1354 AOA7G3EY32
iron-sulfur subunit
FAD-binding protein 2,71 EC 1.35.1 AOA7G3F146
2-oxoglutarate
dehydrogenase E1 3,21 EC 2.3.1.6.1 AO0A7G3EWX9
component
_ ) Alanine transaminase AlaA 1,41 EC 2.6.1.2 AOA7G3EQ17
Blossintese i inate | 2,5 EC23.11 AOA7G3F021
de Arginina rgininosuccinate lyase : 3.1,
Acetylglutamate kinase 4,29 EC 2.7.2.8 AOA7G3F1L2
N-acetyl-gamma-glutamyl- 274  EC121.38 AOA7G3EY70
phosphate reductase
Aspartate aminotransferase 515 Ecog111  AOATG3F2PO
family protein
Ornithine 355  EC2133 AOA7G3F481
carbamoyltransferase
Argininosuccinate synthase 2,42 EC6.3.45 AOA7G3EYUS5
Argininosuccinate lyase 2,50 EC4.3.2.1 AOA7G3F021
NuoA - N-succinylarginine
CTE dihydrolase 5,59 - AOA7G3EYH4
NuoB - NADH-quinone
oxidoreductase subunit B 2,17 i AOALS6AQK3
NuoC - NADH-quinone
oxidoreductase subunit C/D 1,40 i AOATG3EV61
NuoF - NADH-quinone
oxidoreductase subunit 2,11 - AOA094YMR4
NuoF
NuoG - NADH-quinone
oxidoreductase subunit 1,60 - AOA7G3F050
NuoG
Nuol - NADH-quinone
oxidoreductase subunit 1,50 - AOA7G3EP94
Nuol
SDHA - FAD-binding 2,71 : AOA7G3F146
protein
SdhA - succinate
dehydrogenase flavoprotein 4,09 - AOAQU1PDU7
subunit
SdhB - succinate
dehydrogenase iron-sulfur 3,87 - AOA7TG3EY32
subunit
CydA - cytochrome 2,41 - AOA157IR73

ubiguinol oxidase subunit |
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No presente trabalho, também foi constatado aumento na regulacdo de
oito proteinas da via metabdlica de biossintese de arginina, sendo uma delas
(alanine transaminase AlaA) responsavel pela conversdo de 2-oxoglutarato
(composto intermediario do TCA) em glutamato e outras quatro envolvidas na
via de degradacdo deste composto para alimentar o ciclo da uréia (Fig. 3 e
Tab. 1). Outras trés proteinas deste ciclo, também apresentaram regulacéo
positiva para a formacdo de fumarato. Além disso, ocorreu também elevada
expressdo de doze proteinas reguladoras do metabolismo de alanina, aspartato
e glutamato, destacando-se as proteinas alanine transaminase AlaA, aspartato
amonia-liase e succinato semialdeido desidrogenase, responsaveis pela
producdo de piruvato, fumarato e succinato, respectivamente. Também
verificou-se aumento na expressdo das proteinas cistationina gama-sintase e
metionina sintase envolvidas na biossintese de cisteina e metionina,

respectivamente.

Fig. 3 - Proteinas reguladas positivamente na via de biossintese da arginina
(vermelho).
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Os compostos intermediarios obtidos por essas vias alternativas podem
ser utilizados para reposicdo no TCA, de modo a fornecer energia para as
células (Tribelli e Lopez, 2018). Os aminoacidos e seus derivados também
podem ser utilizados como nutrientes ou para complexar metais, principalmente
0S que possuem grupo carboxilato (-COO) e amina (-NHz2) em sua estrutura
(Dalir e Khoshgoftarmanesh, 2014; He et al., 2019). Analise metabolémica de

Brassica juncea identificou aumento na biossintese dos aminoéacidos aspartico,
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lisina, arginina e glutamato quando cultivada na presenca de Cd, sendo um dos
mecanismos adotados para tolerancia ao metal (Tan et al., 2021).

A analise protedmica também mostrou regulacdo positiva de proteinas
para o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Tab. 1),
sendo sete proteinas do complexo | (NADH desidrogenase) e quatro proteinas
do complexo Il (succinato desidrogenase/fumarato desidrogenase), que sao
responsaveis pela oxidacdo do NADH e succinato, respectivamente. A
transferéncia dos prétons e elétrons para a CTE é de suma importancia para
atender a demanda de ATP nas células expostas ao Cd (Moosavi et al., 2019).

Os dados acima evidenciaram que as proteinas reguladas em resposta ao
Cd estéo relacionadas ao efluxo do metal, defesas antioxidantes, imobilizacéo
por metaloproteina e aumento do metabolismo energético para contornar 0s
possiveis efeitos deletérios do metal. Em conjunto, esses mecanismos
ativamente regulados foram importantes para a sobrevivéncia e elevada

atividade celular de E. cloacae UENF P7 quando cultivada na presenca do Cd.
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4. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho comprovaram a resisténcia de E. cloacae
UENF P7 ao cadmio e sua capacidade de crescer em meio com alta
concentracdo do metal, produzindo concentragBes celulares superiores as
obtidas em meio controle. A biomassa também demonstrou capacidade de
remover eficientemente o Cd do meio de cultivo. Por meio de analise
protedmica, foi possivel explicitar alguns dos mecanismos envolvidos na
desintoxicacdo de cadmio para aliviar o estresse causado sobre o crescimento
da bactéria e permitir o acimulo do metal. Foram identificadas proteinas
reguladas positivamente durante o cultivo na presenca de Cd, as quais estao
atreladas a processos de extrusdo do metal, a imobilizacdo por
metaloproteinas e a defesa antioxidante. Varias outras proteinas relacionadas
ao metabolismo energético e ao metabolismo de aminoacidos também
mostraram regulacdo positiva, o que é coerente com as altas concentracées
celulares observadas. Os resultados abrem caminho para uma maior
compreensdao da habilidade de E. cloacae UENF P7 em resistir a
concentracbes tdo elevadas de Cd e podem contribuir para uma futura

aplicacao da bactéria em processo de biorremediacédo deste metal toxico.
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7. CONSIDERA(;OES FINAIS

O emprego de bactérias resistente ao Cd em processo de biorremediacéo
€ uma alternativa para tratar rejeitos industriais e recuperar areas
contaminadas com tal metal. Dessa forma, no presente trabalho foi explorado a
resposta molecular, celular e fisiolégica de E. cloacae UENF P7 ao Cd.

Os resultados mostraram que a cepa estudada apresenta elevada
resisténcia a metais (CIM: 470 mg L Co, 1.200 mg L* Cu, 1.600 mg L' Fe e
8.000 mg L™ Cd), especialmente Cd, sendo evidenciado em ensaios de cinética
de crescimento na presenca do cétion divalente. A bactéria apresentou alta
concentragdo de células durante o cultivo em meios contendo 70 e 140 mg L
Cd. Em comparacdo ao controle, foram verificadas mudancas morfologicas
guando exposta ao metal, como reducdo de tamanho, aumento de diametro e
aumento de eletron-densidade no compartimento celular.

Na presenca da menor concentracdo de Cd testada (22,5 mg L),
E. cloacae UENF P7 teve alta demanda de nutrientes essenciais, o que pode
ser uma adaptagdo do metabolismo bacteriano para contornar o estresse
ocasionado por Cd. Somado a isso, em todas as concentracbes de Cd
avaliadas, a cepa apresentou capacidade de remover elevada quantidade do
metal do meio de cultivo.

A analise protedmica evidenciou os mecanismos adotados por E. cloacae
UENF P7 para aliviar o estresse causado sobre o crescimento da bactéria e
permitir a remocdo do metal. Foram identificadas proteinas reguladas
positivamente durante o cultivo na presenca de Cd atreladas a extrusdo do
metal, a imobilizagcdo por metaloproteinas e a defesa antioxidante. Proteinas
relacionadas ao metabolismo energético e ao metabolismo de aminoacidos
também tiveram regulacdo positiva, o que € coerente com as altas
concentracgdes celulares observadas.

O presente trabalho constitui o primeiro relato sobre a capacidade de uma
espécie bacteriana produzir elevadas concentracfes de ceélulas em meios
contendo altas concentragcdes de Cd. Embora ainda sejam necessarias
pesquisas no sentido de desafiar a bactéria com concentracbes mais elevadas
do metal, avaliar a atividade de metalotioneinas, ensaio de difracdo de raio-x e

estudar os niveis de EROs nesta condicdo, ja é possivel vislumbrar uma
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aplicacdo biotecnologica. Por ser uma cepa altamente resistente a Cd, no
futuro espera-se emprega-la para o tratamento de efluentes industriais

contaminados com este metal.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

CAPITULO 3 - Tabelas Suplementares

Tab. S1 - Proteinas reguladas positivamente (222) identificadas em biomassa de E. cloacae UENF P7 cultivadas na presenca de 70 mg L,
em comparacdo com o controle (sem adicdo de Cd).

Accession Protein name Sequence Fold change
coverage

AOA267WB28 Amino acid ABC transporter substrate-binding protein 80,46 3,50
AOA157HLE3 16S rRNA (cytosine(1402)-N(4))-methyltransferase RsmH 25,56 1,39
AOA157GPI3 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 37,96 1,32
AOA7G3EWX9 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 61,72 3,21
AOA7G3ESF4 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 44,84 2,04
AOA7G3F558 3,4-dihydroxy-2-butanone-4-phosphate synthase 82,03 1,13
AOA7G3ERY5 3-isopropylmalate dehydratase large subunit 27,47 1,27
AOA7G3EZG1 4-aminobutyrate--2-oxoglutarate transaminase 18,05 1,01
AOA7G3EV08 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase 17,95 0,80
AOA7G3EZ06 4'-phosphopantetheinyl transferase AcpT 14,72 2,80
AOA094XHP3 50S ribosomal protein L14 62,60 0,79
AOA7G3EZG3 50S ribosomal protein L25 72,34 0,77
AOAOP8J8J7 50S ribosomal protein L31 65,71 2,19
AOA7G3ETWS 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-methyltransferase 56,20 2,84
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AOA7G3EUS7
AOA7G3EZ60
AOA267WCS9
AOA7G3EZY7
AOA7G3EY84
AOA7G3F1L2
AOA7G3EYN1
AOA7G3ELH1
AOA7G3ET73
AOA7G3EZ28
AOA7G3ER70
AOA7G3EMF4
AO0A4Q4AG46
AOA7G3EQ17
AOA157MLC1
AOAOP8MRJ7
AOA7G3F527
AOA7G3F496
AO0A267WBH6
AOATHIIXV7
AOA7G3ENY7

ABC transporter ATP-binding protein

ABC transporter substrate-binding protein
ABC transporter substrate-binding protein
ABC transporter substrate-binding protein
Acetolactate synthase 3 large subunit
Acetylglutamate kinase

AChain A, Cyclic AMP-AMP-GMP synthase
Acid phosphatase AphA

Aconitate hydratase AchA

Aconitate hydratase AchA

Aconitate hydratase B

ACT domain-containing protein
ADP-forming succinate-CoA ligase subunit beta
Alanine transaminase AlaA

Aldehyde dehydrogenase

Aldehyde dehydrogenase

Alkene reductase
Alpha,alpha-phosphotrehalase

Alpha/beta hydrolase YcfP
Amidophosphoribosyltransferase

Arginine ABC transporter substrate-binding protein

77,74
26,53
83,93
42,37
23,52
34,88
18,37
32,66
32,01
21,46
89,05
50,00
76,55
48,25
49,22
18,83
50,82
40,29
62,22
76,24
74,49

1,28
1,42
2,44
1,62
0,92
4,29
1,15
1,00
1,92
2,09
2,25
0,64
2,15
1,41
3,56
2,49
1,05
2,68
3,84
0,65
4,67
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AOA7G3F021
AOA7G3EYUS5
AOA157LVF8
AOATHOJIRQ6
AOA7G3F2P0
AOA7G3EUD5
AOA7G3ELX0
AOA7G3ERQ2
AOA7G3ESZ0
AOA7G3EXI9

AOA7G3ETV3

AOA7G3EXZ4

AOA7G3ET30
AOA7G3ETB4
AOAOAGEWHS5
AOA7G3EYT9
AOA7TG3EUB4
AOA7G3EZES
AOA157JRY2
AOA7G3EPTS

Argininosuccinate lyase

Argininosuccinate synthase

AsmA family protein

Asparagine synthase B

Aspartate aminotransferase family protein

Aspartate ammonia-lyase

Assimilatory sulfite reductase (NADPH) hemoprotein subunit
Assimilatory sulfite reductase (NADPH) hemoprotein subunit
ATP-dependent RNA helicase RhIB

Bifunctional 2',3'-cyclic-nucleotide 2'-phosphodiesterase/3'-nucleotidase

Bifunctional aconitate hydratase 2/2-methylisocitrate dehydratase

Bifunctional histidinol-phosphatase/imidazoleglycerol-phosphate  dehydratase
HisB

Bifunctional UDP-sugar hydrolase/5'-nucleotidase
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/5'-nucleotidase
Catabolite repressor/activator

Catalase HPII

Catalase/peroxidase HPI

Cell division protein DamX

Class 1 fructose-bisphosphatase

Cystathionine gamma-synthase

52,52
9,92
17,79
82,13
64,72
63,81
60,92
29,18
43,13
54,40

72,10

25,92

62,85
58,44
48,20
50,47
47,25
50,26
54,22
46,45

2,50
2,42
1,33
3,16
5,18
1,17
3,83
2,79
1,59
1,25

2,72

1,58

2,61
2,25
3,06
3,74
1,88
1,06
1,41
2,91
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AOA7G3EPR9
AOA7G3EQ51
AOA7G3F3I3
AOA157IR73
AOA7G3EN52
AOA7G3EU09
AOA7G3ESR7
AOA2UIM5A9
AOA7G3EZ75
AOA7G3F2L6
AOA7G3F3W5
AOA7G3EV27
AOAOW1YLX6
AOA7G3F146
Q84EY5
AOAOM2G5L3
AOA7G3F4C4
AOA7G3EQ32
AOA7G3EV12
AOA7G3EV69
AOA7G3EMWS3

Cysteine desulfurase

Cysteine desulfurase

Cysteine--tRNA ligase

Cytochrome ubiquinol oxidase subunit |

D-amino acid dehydrogenase

D-amino acid dehydrogenase

D-amino acid dehydrogenase

DeoR/GIpR transcriptional regulator

DgsA anti-repressor MtfA

DUF1852 domain-containing protein

DUF2891 domain-containing protein

DUF3313 domain-containing protein

Envelope stress response regulator transcription factor CpxR
FAD-binding protein

Ferric iron uptake transcriptional regulator

Fe-S cluster assembly scaffold IscU

FGGY family pentulose kinase

Flavodoxin-dependent (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl-diphosphate synthase
FMN-dependent L-lactate dehydrogenase LIdD
Fructosamine kinase family protein

Fumarate hydratase

51,14
53,51
15,84
20,69
64,84
95,18
40,48
15,79
14,34
40,74
33,84
77,68
40,95
55,60
73,65
77,34
38,88
61,05
67,85
12,24
84,44

1,07
1,39
0,65
2,41
2,14
2,55
2,42
1,96
2,44
4,45
1,72
0,77
1,38
2,71
3,00
0,76
1,66
0,66
1,72
2,61
1,23
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AOA7G3EXW7
AOA7G3F3Z6
AOA7G3EWS52
AOA7G3EMZ5
AOA1561ZN1
AOA7G3EVIO
AOA7G3EMTS
AOAOAG6GKO7
AOA7G3ERO00
AOA7G3EVJ1
AOA7G3ETO00
AOA176X130
AOA7G3F2R4
AOA7G3F4Y8
AOA267W764
AOAOAGF1X0
AOA7G3FOP7
AOA7G3ETD9
AOA7G3FOY7
AOATG3ER46
AOA7G3EZHO

Fumarate hydratase

Fumarate hydratase

Galactokinase

Galactose-1-phosphate uridylyltransferase
Gluconokinase

Glutamate synthase large subunit
Glutamate synthase large subunit
Glutamate--ammonia ligase

Glycerol dehydrogenase

Glycerol kinase GIpK

Glycine betaine/L-proline ABC transporter substrate-binding protein ProX
Glycine cleavage system protein GevH
Glycogen synthase GIgA

GTP cyclohydrolase | FolE

GTPase Era

Histidine transport ATP-binding protein HisP
Isochorismatase family protein
Leu/lle/Val-binding protein

Lipoprotein NIpA

Long-chain fatty acid transporter FadL

L-threonine 3-dehydrogenase

67,96
80,65
38,66
25,93
65,71
20,82
23,66
85,93
41,99
34,26
31,16
58,91
27,25
63,51
16,28
39,69
81,98
57,38
54,14
78,92
83,63

2,57
2,61
0,94
0,90
0,92
1,27
1,34
0,94
2,03
1,98
1,38
2,14
0,82
1,19
1,13
0,99
1,22
0,81
1,26
0,60
0,70
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AOA7G3ERM2

AOA7G3ERP4
AOA7G3EPI9
AOA7G3EWZ1
AOA157M4G1

AOA7G3EUV4
AOA7G3EXI5
AOA7HI9JV18
AOA7G3F1M1
AOA7G3EZ51
AOA7G3F254
AOA7G3EXS4
AOA7G3ERG6G8
AOA7GS3EY70
AOA7G3EXG7
AOA7G3ERY9

AOA7G3EU48
AOA156AQK3
AOA7G3EV61
AOA7G3ETG1

Lysine/arginine/ornithine ABC transporter substrate-binding protein ArgT

Malate dehydrogenase

Malate dehydrogenase

Maltoporin

Maltose/maltodextrin ABC transporter ATP-binding protein MalK
Maltose/maltodextrin ABC transporter substrate-binding protein MalE
Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase

Mannose-1-phosphate guanylyltransferase/mannose-6-phosphate isomerase
MBL fold metallo-hydrolase

Membrane protein

Methionine synthase

Multicopper oxidase CueO

Murein tripeptide/oligopeptide ABC transporter ATP binding protein OppF
N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

N-acetyltransferase

NAD(P)H-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase
NADH:ubiquinone reductase (Na(+)-transporting) subunit F
NADH-quinone oxidoreductase subunit B

NADH-quinone oxidoreductase subunit C/D

NADH-quinone oxidoreductase subunit C/D

68,33

98,51
85,88
70,51
26,83
71,12
50,79
23,01
42,08
15,20
47,66
27,04
36,94
35,33
17,96
80,06
15,97
31,25
45,02
60,38

2,50

1,01
1,02
7,88
3,12
3,57
1,09
1,06
1,34
0,71
2,39
0,99
3,09
2,74
1,39
1,04
0,60
2,17
1,40
1,11
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AOAOA5QUB6
AOA094YMRA4
AOA7G3F050
AOA7G3EP94
AOA7G3EZF8
AOA7G3EPX6
AOA7G3EYH4
AOA7G3EX17
AOA7G3EMX2
AOA7G3EV04
AOA7G3EPH3
AOA7G3F481
AOA157DMR8
AOA7G3EMX5
AOA7G3EVJ6
AOA7G3EMG4
AOA267WB26
AOA7G3EXL9
AOA7G3EZ48
AOA7G3ER39

NADH-quinone oxidoreductase subunit NuoA

NADH-quinone oxidoreductase subunit NuoF

NADH-quinone oxidoreductase subunit NuoG

NADH-quinone oxidoreductase subunit Nuol
NADP-dependent oxaloacetate-decarboxylating malate dehydrogenase
Nitrogen regulation protein NR(I)

N-succinylarginine dihydrolase

Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein OppA
Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein OppA
Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein OppA
Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein OppA
Ornithine carbamoyltransferase

OsmC family protein

Outer membrane protein OmpW

Oxidoreductase

Peptide-methionine (R)-S-oxide reductase MsrB

Phosphate response regulator transcription factor PhoB
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)

PhzF family phenazine biosynthesis protein

P-II family nitrogen regulator

17,12
62,92
68,98
41,92
68,51
39,19
75,28
83,22
69,39
66,17
87,41
33,83
48,59
83,61
28,18
57,61
30,13
71,00
38,15
60,32

1,74
2,11
1,60
1,50
4,28
2,79
5,59
1,17
1,52
3,07
3,63
3,55
2,01
2,11
1,05
2,41
1,52
3,70
0,72
4,13

105



AOA7G3EZN1
AOA7G3EZ30
AOA7G3EUF2
AOAOM2G5B4
AOA7G3EXQO
AOAOM2GBFO
AOA7G3ENE4
AOA330GBY9
AOA7G3FOM7
AOA7G3EWV4
AOA7G3EXK3
AOA7G3FOA9
AOA7G3EU03
AOA7G3EZX0
AOA4Q4ABUS
AOA7G3EYA5
AOAOU1PDU7
AOA7G3EY32
AOA7G3F1G8
AOA7G3F163

Protein CreA

Protein kinase YeaG

PTS mannose transporter subunit I1AB

Ribose ABC transporter substrate-binding protein RbsB
Ribosome recycling factor

Ribosome-associated translation inhibitor RaiA
Ribulose-phosphate 3-epimerase

RNA polymerase-binding transcription factor DksA
RpiB/LacA/LacB family sugar-phosphate isomerase
SAVED domain-containing protein

SDR family oxidoreductase

SDR family oxidoreductase

Signal recognition particle protein

SIR2 family protein

Si-specific NAD(P)(+) transhydrogenase
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-binding protein PotF
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit
Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit
Succinate--CoA ligase subunit alpha

Succinate-semialdehyde dehydrogenase

76,86
45,65
74,84
45,61
69,73
47,79
87,96
66,89
15,51
10,72
84,82
58,26
55,88
15,63
62,45
53,24
75,85
61,76
91,58
52,08

0,86
1,82
1,38
2,73
0,73
1,46
0,69
1,33
1,27
1,27
1,48
5,40
1,54
2,01
2,11
4,43
4,09
3,87
1,86
1,51
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AOA7G3ETU4 Succinylglutamate-semialdehyde dehydrogenase 53,33 0,88

AOA7G3EWHS8 Sugar kinase 27,18 0,96
AOAOA6GRKS Sulfate ABC transporter substrate-binding protein 43,77 1,92
AOA7G3EZDO Thymidylate synthase 51,52 0,88
AOAQ094XPE7 Transcription termination/antitermination protein NusG 66,30 1,61
AOA2U9LZ61 Transcription termination/antitermination protein NusG 54,35 1,88
AOA7G3ET24 ;rairf]l:igtl:éigrr:;ljérzgi;gﬁgggﬁggzguIator/proline dehydrogenase/L-glutamate gamma- 62,12 4.42
AOA7G3EUCS léi&}ig?éigt?%érzr;i;r(ijpr)ggggggeeguIator/proline dehydrogenase/L-glutamate gamma- 38,67 299
AOA7G3EST?2 tRNA 5-hydroxyuridine modification protein YegQ 11,04 1,18
AOA7G3F2G4 Two-component system response regulator OmpR 34,73 0,96
AOA7G3ET54 Uncharacterised protein 51,15 1,59
AOA4V1VARO Uncharacterised protein 65,83 0,99

Tab. S2 - Proteinas reguladas negativamente (169) identificadas em biomassa de E. cloacae UENF P7 cultivadas na presenca de
70 mg Lt, em comparacédo com o controle (sem adicédo de Cd).

Sequence

Accession Protein name coverage Fold change
AOA7G3ESB9 (2,3-dihydroxybenzoyl)adenylate synthase 36,58 -3,16
AOA157HKM9S 16S rRNA (adenine(1518)-N(6)/adenine(1519)-N(6))-dimethyltransferase RsmA 48,35 -0,82
AOA7G3EVM4 16S rRNA (guanine(1516)-N(2))-methyltransferase RsmJ 12,88 -1,52
AOA7G3EWU9 16S rRNA (guanine(527)-N(7))-methyltransferase RsmG 45,89 -1,25
AOA7G3EYVO 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate dehydrogenase 29,60 -4,67
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AOA4Q4A7C7
AOA7G3EXES
AOAO094YAES
AOA7G3EPT4
AOA7G3EWW?2
AOA7G3EZF7
AOA7G3F3Q8
AOA7G3ESZ1
AOA094XG80
AOAO094XFG4
AOAOU1PHO5
AOA7G3EYQ9
AOA2USM2K4
AOA4Q4A948
AOA157H4J4
AOA7G3EZK8
AOA7G3EQI8
AOA7G3EWU7
AOA267W8S3
AOA7G3ETI7
AOA7G3ER17
AOA094X0I1
AOA7G3F3P9
AOA7G3EYNS
AOA7G3F1H6
AOA7G3F368
AOA7G3EMK2
AOA7G3ETH2

23S rRNA (adenine(2030)-N(6))-methyltransferase RImJ
23S rRNA (guanosine(2251)-2'-0O)-methyltransferase RImB
30S ribosomal protein S7

30S ribosomal protein S9

30S ribosomal protein S9

3-deoxy-8-phosphooctulonate synthase
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase

50S ribosomal protein L11 methyltransferase

50S ribosomal protein L2

50S ribosomal protein L4

50S ribosomal protein L7/L12
5-amino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)uracil phosphatase YigB
5'-methylthioadenosine/S-adenosylhomocysteine nucleosidase
6-phosphofructokinase

7-carboxy-7-deazaguanine synthase QueE
7-cyano-7-deazaguanine synthase QueC

AAA family ATPase

ABC-F family ATPase

Acetate kinase

Acetyl-CoA carboxylase biotin carboxyl carrier protein

ACP S-malonyltransferase

Adenine phosphoribosyltransferase

Adenosine deaminase

ADP-glyceromanno-heptose 6-epimerase

Aerobactin synthase lucA

Aerobactin synthase lucC

Alanine racemase

Aldo/keto reductase

71,07
44,03
58,33
52,78
25,38
96,34
25,00
55,60
51,28
54,73
88,43
34,45
81,47
59,06
20,63
30,74
76,84
43,31
79,50
92,23
84,79
46,45
70,48
85,78
46,21
39,83
27,48
8,28

-1,77
-1,53
-0,79
-1,10
-1,12
-0,62
-2,01
-0,61
-0,65
-0,62
-0,80
-1,40
-1,01
-1,24
-1,74
-0,79
-0,79
-0,80
-1,17
-0,97
-0,92
-1,33
-0,96
-0,99
-2,12
-4,70
-0,95
-1,29
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AOA157FPD2
AOA7G3EPA9
AOA157FVMO
AOA7G3F435
AOA7G3EP42
AOAOF1QD95
AOA7G3F1Y3
AOA7G3F3F3
AOA7G3EQF2
AOA7G3EU18

AOA7G3EV57

AOA7G3EXV9

AOAOAB6GN66

AOA7G3EZ32

AOA7G3EXHS8
AOA7G3ETF5
AOA7G3EV28
AOA7G3EZQ1
AOA7G3ENT3
AOA7G3ERH6
AOA7G3ESA1
AOAOAG6IHRO

AOA7G3ES)2
AOA7G3EZM7

Alkene reductase

Alpha-acetolactate decarboxylase

Ammonia-dependent NAD(+) synthetase

Aspartate aminotransferase family protein

ATP-dependent Clp endopeptidase proteolytic subunit ClpP
ATP-dependent protease subunit HslV

ATP-dependent RNA helicase DbpA

Autoinducer 2 ABC transporter ATP-binding protein LsrA
Beta-aspartyl-peptidase

Beta-ketoacyl-ACP synthase |

Bifunctional biotin--[acetyl-CoA-carboxylase] ligase/biotin operon repressor BirA

Bifunctional D-glycero-beta-D-manno-heptose-7-phosphate kinase/D-glycero-beta-D-
manno-heptose 1-phosphate adenylyltransferase HIdE

Bifunctional NADP-dependent 3-hydroxy acid dehydrogenase/3-hydroxypropionate
dehydrogenase YdfG

Bifunctional UDP-4-amino-4-deoxy-L-arabinose formyltransferase/UDP-glucuronic
acid oxidase ArnA

Carbonic anhydrase
Carboxypeptidase M32
Carboxypeptidase M32
Chemoreceptor protein
Chemotaxis protein CheA
Chemotaxis protein CheA
Chemotaxis protein CheW
Chemotaxis protein CheY

Chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase

Class Il fumarate hydratase

38,08
70,66
85,82
21,37
60,47
25,00
57,99
25,05
38,59
73,09

25,00

57,35

83,06

42,73

59,72
21,55
55,56
16,76
33,10
19,79
43,11
84,50

38,05
54,09

-2,00
-1,09
-1,06
-1,56
-1,17
-1,09
-0,68
1,75
-0,69
-0,61
-0,64

-0,64

-0,69

-3,17

-0,63
-0,84
-0,83
-0,79
-1,72
-1,97
-1,67
-1,35

-2,01
-1,36
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AOA179PJP2
AOA267WG74
AOA267W5A4

AOA7G3EXZ7

AOA7G3EZI7

AOA7G3EZ61

AOA7G3F211

AOA7H9]Q96

AOA7G3EP88

AOA7G3F2P2

AOA7G3ESS2

AOA7G3EZ36
AOA7G3EXWS5

AOA7G3F196
AOA7G3EUX6

AOA7G3ERE1

AOA7G3EST1
AOA7G3EPKS8
AOA7G3EVN4

AOA7G3ET74

AOA7G3F1l4
AOA7G3EW12

AOA7G3ET13

AOA7G3EZX6
AOA7G3F5A8

AOA7G3EZYO0
AOA7G3EVVO
AOA7G3EMT2

CoA-binding protein

Co-chaperone YbbN

Cold-shock protein

Conjugal transfer protein TraF

Cupin domain-containing protein

Cysteine synthase CysM
D-alanine--D-alanine ligase
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase dacA
Deferrochelatase/peroxidase EfeB
Deoxyribonuclease 1V
Deoxyribose-phosphate aldolase
Diaminobutyrate--2-oxoglutarate transaminase
Dihydroorotase

Dihydropteroate synthase

DNA mismatch repair protein MutS
DNA-binding ATP-dependent protease La
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
DNA-directed RNA polymerase subunit beta
DNA-directed RNA polymerase subunit beta
DNA-directed RNA polymerase subunit beta’
dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
DUF1795 domain-containing protein
DUF2884 domain-containing protein

dUTP diphosphatase

Elongation factor Ts

Endopeptidase La

Envelope stress response activation lipoprotein NIpE

45,99
52,82
81,01
22,98
32,17
30,03
67,97
74,19
24,66
17,54
50,66
71,62
68,30
64,54
32,81
62,65
33,33
98,57
34,29
38,87
33,48
39,53
22,60
47,90
49,67
90,81
21,46
63,44

-2,10
-1,07
-0,95
-1,41
-1,06
-1,06
-0,73
-0,94
-2,41
-1,52
-1,39
-0,83
-1,04
-1,35
-0,62
-0,94
-0,98
-0,73
-0,88
-0,88
-1,23
-1,01
-0,72
-0,71
-1,35
-1,08
-0,98
-1,51
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AOA7G3EUS3
AOA7G3EUB7
AOA330GQB1
AOA094Y5Q2
AOA7G3ETES
AOA7G3F043
AOA7G3EX74
AOA270US74
AOA157L4R7
AOA7G3ES77
AOA7G3EVW1
AOA7G3ES30
AOA7G3ER27
AOA7G3F2Q7
AOA7G3EP46
AOA7G3F3C9
AOA7G3EZ67
AOA7G3EMD6
AOA157HP29
AOAOM2G9Q8
AOA267WI106
AOA7G3ET38
AOA7G3EQS6
AOA7G3ERES
AOA7G3EX53
AOA7G3EUDS
AOA7G3EWJ4
AOA7G3ENUG6
AOA157FPF2
AOA7G3ETV4

Fe2+-enterobactin ABC transporter substrate-binding protein

Ferric-rhodotorulic acid/ferric-coprogen receptor FhuE
Fe-S biogenesis protein NfuA

Flagellar basal body L-ring protein FIgH

Flagellar hook protein FIgE

Flagellin FliC

FIiC/FIjB family flagellin

FMN-binding protein MioC
Fructose-1-phosphate/6-phosphogluconate phosphatase
Galactose-1-epimerase

GalU regulator GalF

GalU regulator GalF

Glucose/quinate/shikimate family membrane-bound PQQ-dependent dehydrogenase

Glutamine ABC transporter ATP-binding protein GInQ
Glutathione reductase

Glutathione synthase

Hematinate-forming heme oxygenase ChuS
Hydrolase

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase

Imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisF
Inorganic diphosphatase

Insulinase family protein

Iron uptake system protein EfeO

Iron/manganese ABC transporter ATP-binding protein SitB
Isochorismate synthase EntC

Ketoacyl-ACP synthase I

Ketol-acid reductoisomerase

Ketol-acid reductoisomerase

Lactoylglutathione lyase

Leucyl aminopeptidase

55,17
47,68
56,02
10,78
64,93
98,16
96,54
51,68
35,11
20,17
35,94
18,54
21,90
69,52
79,13
72,38
71,35
66,67
47,19
48,84
87,50
61,90
73,91
50,19
69,00
64,66
86,49
74,94
37,78
55,56

-4,31
-4,08
-0,78
-1,53
-1,95
-0,82
-1,20
-0,95
-1,36
-0,79
-1,85
-0,94
-0,69
-1,00
-0,67
-1,21
-5,32
-1,78
-2,25
-1,55
-1,11
-0,69
-1,41
-3,87
-5,59
-0,66
-1,82
-1,64
-0,89
-0,71
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AOA7G3F1A0
AOA7G3F291
AOA7G3ESV5
AOA7G3EXW3
AOA4Q4A5K6
AOA7G3EQD3
AOA7G3ES83
AOA7G3EWR4
AOA7G3F1K6
AOA7G3ESO0
AOA7G3EQJ4
AOA7G3EPU7
AOA7G3ETD3
AOAOA6H5Q2
AOA7G3EZM6
AOA7G3EXQ6
AOA6B9XYPO
AOA7G3ERL3
AOAOA5RFZ2
AOAOP8L713
AOA7G3ETN5S
AOA7G3EMS9
AOA7G3F067
AOA7G3EMBS5
AOA7G3ENT7
AOA7G3EUWS3
AOA7G3ETT7
AOA7G3F186
AOA7G3ETBO

Ligand-gated channel protein

Lipoprotein

Low-specificity L-threonine aldolase

LPS O-antigen chain length determinant protein WzzB

MBL fold metallo-hydrolase

Metal ABC transporter substrate-binding protein
Metalloprotease TIdD

Methyl-accepting chemotaxis protein

Methyl-accepting chemotaxis protein I

Molybdate ABC transporter ATP-binding protein ModF
Multidrug efflux MFS transporter periplasmic adaptor subunit EmrA
Multidrug efflux MFS transporter periplasmic adaptor subunit EmrA
NAD(P)H nitroreductase

NAD(P)H-dependent oxidoreductase

NAD(P)H-dependent oxidoreductase

NAD-dependent epimerase/dehydratase family protein
NADP-dependent phosphogluconate dehydrogenase
Nicotinamide-nucleotide amidase

Nucleoside diphosphate kinase regulator
Nucleoside-diphosphate kinase

Nucleoside-specific channel-forming protein Tsx

Nucleotide 5'-monophosphate nucleosidase

Nucleotide 5'-monophosphate nucleosidase PpnN
Nucleotide exchange factor GrpE

Orotidine-5'-phosphate decarboxylase

Outer membrane lipid asymmetry maintenance protein MlaD
Outer membrane protein assembly factor BamC

Outer membrane protein assembly factor BamD

Outer membrane receptor protein

70,50
53,28
36,05
48,77
53,26
90,73
70,82
52,89
50,70
27,55
52,50
31,58
88,52
92,02
36,79
59,00
95,09
51,06
73,53
55,94
51,02
64,29
82,61
75,66
29,76
44,51
72,09
13,47
61,46

-6,32
-1,05
-0,78
-0,84
-1,34
5,71
-0,64
-2,20
-1,88
-1,65
-1,44
-1,28
-1,45
-0,93
-0,63
-0,67
-0,89
-0,77
-1,23
-0,96
-0,69
-1,46
-1,20
-0,83
-2,08
-1,68
-0,84
-1,27
-5,00
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AOA7G3EWV3
AOA7G3EQP1
AOA7G3EQB5
AOA7G3F1WA4
AOA7G3ERK2
AOA7G3EYJ6
AOAOA6GRF4
AOA157G415
AOA7G3EQX9
AOA7G3EW77
AOA7G3EQO6
AOA7HSOJZY4
AOA157KLX9
AOA7G3EZV2
AOAOPSLCL3
AOA7G3ERM3
AOA7G3ETP4
AOA7G3EX69
AOA7G3EUL4
AOA7G3ETI1
AOA7G3EK12
AOA7G3EN31
AOA7G3ER49
AOA7G3EX49
AOA7G3ESP6
AOA7G3ETW1
AOA7G3F217
AOA7G3EQKS5
AOA7G3F118

ParA family protein

Penicillin-binding protein activator
Penicillin-binding protein activator
Peptide-methionine (S)-S-oxide reductase MsrA
Peptidylprolyl isomerase

Periplasmic protein

Peroxiredoxin C

Phosphatase

Phosphate acetyltransferase
Phosphatidylserine decarboxylase
Phosphodiesterase

Phosphoglycolate phosphatase
Phosphoribulokinase

Porin

Preprotein translocase subunit SecG
Proline--tRNA ligase

Proline--tRNA ligase

Protein kinase

Pyridoxal phosphatase

Quinone oxidoreductase

Recombinase A

Riboflavin synthase

Ribonuclease D

Ribonuclease T

Ribosome maturation factor RimM

RNA polymerase-associated protein RapA
SDR family oxidoreductase
Serine/threonine protein kinase
Serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase

57,49
33,52
83,78
51,17
51,38
61,65
84,50
70,61
71,20
34,16
38,27
70,75
16,61
81,22
52,73
94,86
56,27
48,75
24,32
49,85
46,88
100,00
16,40
32,06
47,49
5,55
31,05
33,96
22,64

-1,03
-0,75
-1,29
-1,05
-1,49
-6,21
-0,61
-1,25
-0,69
-0,99
-1,46
-0,92
-2,11
-3,27
-0,91
-0,75
-0,88
-0,93
-1,16
-1,11
-0,88
-0,81
-1,29
-0,71
-1,86
-0,80
-1,24
-1,05
-0,64
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AOA7G3ERBS
AOA7G3EUK1
AOA7G3EX83
AOA7G3F1U7
AOAOM3F425
AOA7G3EUGS
AOAOAGESWS
AOA7G3EQI4
AOA7G3ESRO
AOA7G3FOP4
AOA7G3EV71
AOA7G3ETT3
AOA157LF04
AOAOA6GPP4
AOA7G3ERA7
AOA2USM6B6
AOA7G3F482
AOA7G3EQT5
AOA7G3F1)1
AOA7G3F122
AOA7G3F0OD2
AOA7G3EXS7
AOA7G3F2T5

AOA157JND8

AOA7G3FOU7

AOA7G3ERG2
AOA7G3EUY8
AOA7G3ESP7
AOA1571BH8

Serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase
Serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase DacD
S-formylglutathione hydrolase
Siderophore-interacting protein

Single-stranded DNA-binding protein SSB1
S-ribosylhnomocysteine lyase

Stringent starvation protein A
Succinyl-diaminopimelate desuccinylase

Sulfate ABC transporter substrate-binding protein
Tar ligand binding domain-containing protein
TDP-N-acetylfucosamine:lipid Il N-acetylfucosaminyltransferase
Thiamine ABC transporter substrate binding subunit
Thiol:disulfide interchange protein DsbA
Thioredoxin

Threonylcarbamoyl-AMP synthase

Tol-pal system-associated acyl-CoA thioesterase
TonB-dependent hemoglobin/transferrin/lactoferrin family receptor
TonB-dependent siderophore receptor
TonB-dependent siderophore receptor
TonB-dependent siderophore receptor
TonB-dependent siderophore receptor
TonB-dependent siderophore receptor
Transaldolase

tRNA (adenosine(37)-N6)-threonylcarbamoyltransferase complex ATPase subunit
type 1 TsaE

tRNA (adenosine(37)-N6)-threonylcarbamoyltransferase complex transferase subunit
TsaD

tRNA (cytidine/uridine-2'-O-)-methyltransferase TrmJ

tRNA preQ1(34) S-adenosylmethionine ribosyltransferase-isomerase QueA
tRNA uridine-5-carboxymethylaminomethyl(34) synthesis enzyme MnmG
tRNA uridine-5-carboxymethylaminomethyl(34) synthesis GTPase MnmE

75,00
18,73
50,91
22,83
57,95
97,08
70,28
47,62
64,39
35,15
11,42
15,84
59,90
58,72
64,67
31,69
76,36
19,13
45,86
66,99
58,61
59,10
91,48

30,07

22,55

52,58

28,37
19,69
8,81

-1,01
-1,83
-0,93
-3,78
-1,35
-0,80
-1,26
-0,71
-1,08
-1,81
-1,01
-1,17
-1,54
-0,64
-1,22
-2,38
-4,81
-1,48
-2,35
-4,12
-5,85
-5,43
-0,93

-1,03

-0,91

-1,07
-2,11
-1,31
-1,22
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AOA7G3F544
AOA7G3EPNO
AOA7G3EWP7
AOAOF1QPG6
AOA7G3ER13
AOA267WF49
AOA7G3F510
AOA7G3EZ88
AOA7G3EZA7
AOA7G3EQW2
AOA7G3ESN4
AOA7G3EYR8
AOA7G3EST3
AOA7G3EVF3
AOA7G3FOKO
AOA7G3EUU4
AOA7G3EZF5
AOA7G3F0SO
AOA7G3F480
AOA7G3ERP5

tRNA-modifying protein YgfZ

Tryptophan synthase subunit alpha

Two-component system response regulator PhoP
Type 1 fimbrial major subunit FimA

Type 2 GTP cyclohydrolase |

Type B 50S ribosomal protein L31
UDP-4-amino-4-deoxy-L-arabinose aminotransferase
UDP-glucose 6-dehydrogenase
UDP-N-acetylmuramate dehydrogenase
Uncharacterised protein

Uncharacterised protein

Uroporphyrinogen-Ill C-methyltransferase
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase GalU
Valine--pyruvate transaminase

VOC family protein

Xaa-Pro dipeptidase

YggS family pyridoxal phosphate-dependent enzyme
YncE family protein

YqgE/AlgH family protein

Zinc ABC transporter substrate-binding protein ZnuA

62,58
62,83
43,95
75,40
48,18
74,42
65,70
73,97
27,49
34,27
15,97
40,05
76,32
29,61
25,81
75,65
15,28
82,15
57,53
68,75

-0,71
-1,05
-0,79
-0,64
-0,76
-2,95
-1,99
-1,12
-1,01
-1,01
-0,93
-1,38
-1,28
-0,87
-0,75
-0,84
-1,52
-6,30
-1,41
-1,58
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Tab. S3 - Proteinas Unicas identificadas em biomassa de E. cloacae UENF P7 cultivadas na presenca de 70 mg L ou controle (sem adicéo

de Cd).

Accession

Protein name

Unique control proteins (4)

AOA7G3EQW3
AOA7G3EX24
AOA7G3EYE6
AOA7G3EZQ7

Esterase family protein
Isochorismatase
SidA/lucD/PvdA family monooxygenase

Salmochelin biosynthesis C-glycosyltransferase IroB

Unique treatment proteins (22)

AOAOAGHIAL
AOA7G3ERTS
AOA7G3EXF1
AOA7G3F2Z9
AOA7G3EV58
AOA7G3EXH5
AOAOAGFHS3
AOA7G3FOC7
AOA7G3F1R1
AOA7G3EYV4
AOAOAGEK98
AOA7G3EQD9
AOA7G3F410
AOA7G3ESS7

(4S)-4-hydroxy-5-phosphonooxypentane-2,3-dione isomerase

30S ribosomal protein S12 methylthiotransferase RimO
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase
ABC transporter ATP-binding protein

ABC transporter substrate-binding protein

Biotin synthase BioB

Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-binding protein
D-allose transporter substrate-binding protein

DUF1883 domain-containing protein

Fatty acid oxidation complex subunit alpha FadB

Galactose/methyl galactoside ABC transporter ATP-binding protein MglA
Histidine ammonia-lyase

L-fucose isomerase

Maltoporin

Reported
Peptides

10

w o ~ W

[EEY
(&)

g9 © O N W W N W »

Sequence
coverage

31,3
41,9
16,8
26,5

52,58
14,29
33,22
14,63
55,29
23,12
22,25
9,32
68,35
7,54
7,11
30,79
33,78
53,17
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AOA7G3FOX4
AOA7G3EVD1
AOA7G3EYF9
AOA7G3EQK3
AOA7G3F111
AOA7G3EQBS
AOA7G3ESS7
AOA7G3EQ67

N-acetylneuraminate lyase

Pyrimidine utilization protein B

Pyrimidine utilization protein C

Transketolase family protein

Urea ABC transporter substrate-binding protein
Urease subunit alpha

Urocanate hydratase

Zn(Ih/Cd(I)/Pb(ll) translocating P-type ATPase ZntA

o W N N O b

31,65
39,74
51,56
55
21,51
24,17
58,72
34,67
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» Melhores Trabalhos na Sessdo de Microbiologia Ambiental, no 31°

Congresso Brasileiro de Microbiologia (2021)

» 2°Lugar na Maratona de Inovacao: HackAcgu (2021)

Inovador, o projeto “Caiapé - Jardins Flutuantes” obteve o segundo lugar
no HackAcu, dentre as 53 solu¢cbes apresentadas. A maratona promovida pelo
Porto do Acu, complexo portuario no municipio de Sdo Jodo da Barra, teve
como objetivo encontrar ideias que auxiliem no desenvolvimento
socioeconémico e sustentavel de Campos dos Goytacazes e Sdo Joao da
Barra, ambos municipios do Norte Fluminense. A maratona, que aconteceu no
final de outubro de 2021, propds desafios nas areas do meio ambiente;
pessoas e comunidade e negdécios sustentaveis.

O projeto Caiapé — Jardins Flutuantes consegue abranger os aspectos
socioambientais e econémicos de forma harménica, propondo uma solucéo
para remediar corpos hidricos contaminados, controlar o crescimento de
plantas aquaticas e transforma-la em um recurso para 0 processo de

compostagem. Uma solucdo que alia o paisagismo a recuperacédo ambiental.

Link do Pitch: https://portodoacu.paniclobster.com/equipe/1

CAIAPE

JARDINS FLUTUANTES
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Equipe:

Alef Sousa Me. Gabriela Petroceli
> Bidlogo. Mestrando em Bidloga. Doutoranda em
=3 Tecnologia Ambiental - UFF Biociéncias e Biotecnologia -

; _‘ UENF

Me. Glacielen Ribeiro

- Me. Analyse Villanueva
;“ Eng. Ambiental. Doutoranda em Eng. Ambiental e Sanitéria.

Biotecnologia Vegetal - UENF

Me. Francisnei Pedrosa
v Biomédico. Doutorando em
4 Biociéncias e Biotecnologia -
A UENF
-

Entrevistas de divulgacéo do trabalho:

Doutoranda em Biotecnologia
Vegetal - UENF

Me. Ingrid Siqueira
Bidloga. Doutoranda em
Ciéncias Naturais - UENF

o=

TV Globo - Inter TV Planicie: https://globoplay.globo.com/v/10139472/
FAPERJ: http://www.faperj.br/?id=4393.2.8

UENF: https://uenf.br/portal/noticias/pesquisadores-da-uenf-se-destacam-com-
projeto-de-jardins-flutuantes/

NOTICIA 1: https://noticial.com.br/porto-do-acu-anuncia-vencedores-de-

maratona-de-inovacao-online/

» Mencédo Honrosa, no Congresso Online Internacional de Sustentabilidade:
Um olhar sobre os ODS (2020)

» Primeiro Lugar nas Apresentacdes Orais, no 9° Simpédsio de Gestdo
Ambiental e Biodiversidade (SIGABI) (2020)
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Constructed Wetlands: a Sustainable Technology
for Wastewater Treatment and Reuse in Agriculture of
the 21% Century

Gabriela Petroceli Mota'*, Glacielen Ribeiro de Souza'”, Gabriel Quintanilha-
Peixoto?, Analyse Villanueva Gaete!, Vania Vieira Estrela3, Aline Chaves Intorne>*™

! Laboratory of Physiology and Biochemistry of Microorganisms, Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 28013-602, Brazil.
gabrielapetroceli@gmail.com; glacielenribeirosouza@gmail.com; an4lyse@gmail.com
2 Laboratory of Molecular and Computational Biology of Fungi, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, 31270-901, Brazil.
gabrielgpx@ufmg.br
3 Department of Telecommunications, Universidade Federal Fluminense, Niteréi, RJ,
24220-900, Brazil.
vania.estrela.phd@ieee.org
4 Laboratory of Chemistry and Biology, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
do Rio de Janeiro, Volta Redonda, RJ, 27213-100, Brazil.
aline.intorne@ifrj.edu.br

*These authors contributed equally to this work.
**Corresponding author

Abstract: The population increase and the consequent demand for
food have resulted in water pollution and 25% of the world population being
affected by the water deficit. South America is the region with the greatest
availability of freshwater. However, periods of severe drought and water
rationing are increasingly frequent. The agricultural sector is the largest
consumer of water, requiring the application of innovative technologies to
optimize the use of the resource. The use of wastewater in agriculture is an
alternative to reduce consumption and ensure sustainable use. In this context,
biotechnological possibilities, such as constructed wetlands, stand out for their
energy efficiency and economic and socio-environmental feasibility compared
to conventional treatments. The chapter reviews the biotechnology involved in
water reuse in the Agriculture 4.0 (Agri4.0) era, explores the importance of
effluent treatment by phytoremediation, and presents the feasibility of
harnessing water from wetlands built-in agricultural environments. This study’s
importance hinges on two thought-provoking notions as follows: Agri4.0
information technology and environmental management (sustainable growth).

Keywords: Agri4.0; Agribusiness; Sustainability; Phytoremediation;
Aquatic Macrophytes; Remote sensing.
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1 Introduction

Water is an essential natural resource for producing food and energy, besides
other vital functions in living organisms [1,2]. As the human population increases, so
does water consumption, thus reducing the amount of available freshwater, which is
also aggravated by climate change [3]. Currently, 3.6 billion people suffer from water
shortages for at least one month a year [4]. The United Nations (UN) estimates that
the world population will exceed 9.5 billion people before 2050 and reach 11 billion
by the end of the century. Consequently, the pressure on water supplies will increase
even more (Figure 1) [5].

1990 mmnm'nm 5.3 billions
wuiln nn

2030 8.6 billions

2100 11.2 billions

Figure 1. World population projection until 2100. Source: Adapted from UN 2017.

The demand for drinking water is ever-growing, and in many cases, water
supplies are not sufficient [1]. Even South America, the region with the greatest
availability of freshwater — 26%, with only 6% of the world's population — has
suffered from periods of severe drought and increasingly frequent water rationing in
some countries. Inequality in drinking water distribution in Latin America hinders
approximately 30 million people [6]. In this regard, the Food and Agriculture
Organization (FAO) and the World Water Council (WWC) have already issued
warnings about the reduction in the availability of freshwater, especially in
developing countries, due to the impact of overuse, climate change, and
environmental degradation [7].

The availability of water resources for human populations and ecosystem
management depends on evaporation and precipitation [8]. Nonetheless, variations in
seasonal characteristics resulting from climate change can interfere with the
hydrological cycle and result in rainfall scarcity [9]. Climate projections highlight the
hydrological variability in South America, with changes in precipitation,
evapotranspiration, and surface runoff, as well as changes in the flow of some river
basins [10]. Brazil, for example, has suffered from the negative impacts of extreme
hydrological events. Studies suggest an increase in the country's mean temperature, as
well as the greater intensity and frequency of droughts [11]. Future scenarios also
predict changes in water quality due to higher concentrations of pollutants [12].
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The decrease in the quality of available water resources is an element of
concern [13]. Over the past 100 years, water consumption has increased by 600%.
Estimations point toward the rising water demand of the coming decades to meet the
intensive agricultural activity due to population growth and industrial development
[14]. In addition, the contamination of water bodies is mainly attributed to the
addition of anthropogenic inputs, which can cause water eutrophication due to a large
amount of effluent rich in the organic matter [13].

The sources of contaminants deriving from human activities include domestic,
industrial, and agricultural effluents [15]. Industries consume large amounts of water
and employ varying toxicity levels in production processes. When untreated, the
discharge of these effluents into water bodies represents a crucial pollution factor
[16]. In the case of Brazil, the disposal of untreated effluent is considered an
environmental crime provided for in the National Environmental Council resolution
(CONAMA 430/2011) and Federal Law 9.605/1998 [17,18].

Worldwide, the agricultural sector demands around 70% of freshwater supplies
in rivers, lakes, and aquifers, reaching more than 90% in less developed countries,
possibly due to the low technology used in irrigation [19]. The agricultural sector has
intensified production through pesticides and chemical fertilizers [20] to meet the
population's needs. Nonetheless, these substances are often applied in excess. Since
plants do not absorb all the product, residues are leached by rainwater and irrigation
to water bodies, contaminating the aquatic ecosystem [21]. Consequences include the
overpopulation of algae and plants, foul smell, turbidity, reduction in oxygen
availability (hypoxia), mortality of fauna, and reduction of biodiversity through
eutrophication [22,23]. For this reason, nitrogen fertilizers are considered the most
significant cause of contamination of surface and groundwater [24]. Thus,
maintaining freshwater availability and quality are challenging demands for humanity
in the 21st century [25].

The 17 Sustainable Development Goals (SDGs) were proposed in 2015,
supporting a global agenda concerned with the planet's sustainability. Among the 169
goals included in the 2030 Agenda, the need for agriculture to redefine its use,
conserve and protect the environment emerges. SDG 2, which refers to ensuring food
security and eradicating hunger, highlights the need for a sustainable and resilient
food production chain [19]. At the same time, ODS 6 regards improving water
quality, reducing pollution, eliminating effluent discharges, and minimizing
hazardous chemicals and materials release to halve the proportion of untreated
wastewater and substantially increase its recycling and safe reuse.

Industry 4.0 (14.0) technologies (14Ts) can effectively support digital
transformations to accomplish UN sustainable development goals (SDGs) [26]. It is
worth  examining how 14.0 adoption can help boost advanced
manufacturing/processing capabilities and meet their SDGs. 14.0 has become a wide-
ranging research topic and brought progress in digital technologies, which will
ultimately change traditional agrarian practices. However, 14Ts pose a challenge since
they are novel, and corporations face skills gaps, financial limitations, and operational
difficulties in 14.0 projects. These caveats become overwhelming within rural
contexts. Cyber-physical systems (CPSs) can respond to intelligent wastewater and
reuse management needs. A CPS is an emerging framework and paradigm to control
physical and virtual systems via digital tools built on information and communication
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technologies (ICT) [26-28]. This paradigm allows key technologies, comprising
sensors, actuators, wireless communications/networking, hydrodynamic modeling,
data exploration, and control, to assist cleverly wireless networked water CPSs to
sense and work together with the water treatment plants.

In this context, Nature-Based Solutions (NbS) is a promising alternative for
conserving water resources, ecological restoration, and sustainable use of water in
agriculture [29]. The International Union defines NbS for the Conservation of Nature
(IUCN) as " actions to protect, sustainably manage, and restore natural or modified
ecosystems that address societal challenges effectively and adaptively, simultaneously
providing human well-being and biodiversity benefits" [30]. Therefore, technologies
for wastewater treatment and its reuse are often recognized for their potential to
manage water availability and demand in agriculture [31], and, when added to
biotechnological advances brought by Microbiology, Molecular Biology, and
Bioinformatics, NbS can contribute to a more sustainable Agri4.0.

This study's theoretical relevance relies on its focus on two thought-provoking
concepts as follows: domain of information technology (Agri4.0) and eco-friendly
management (sustainable development). Herein, we highlight constructed wetlands as
an alternative for wastewater treatment and explore the application of wetland-treated
water in agriculture to foster the circular economy and increase the quality and
productivity of this sector.

2 Water Reuse for a More Sustainable Agriculture

Large volumes of wastewater from homes and industries are generated daily.
Europe treats 71% of wastewater, while in Latin America, this percentage revolves
around only 20% [32]. These waters generally consist of 99% water and 1%
suspended, colloidal, and dissolved solids [33]. They can hold organic matter,
nutrients (mainly nitrogen and phosphorus), metals, emerging contaminants
(antibiotics, hormones, personal care products, pesticides, polycyclic aromatic
hydrocarbons, phenolic compounds, and volatile organic compounds), and pathogenic
microorganisms (viruses, antibiotic-susceptible and resistant bacteria, protozoan, and
parasitic worms) [33-35]. The pollution load of these waters and the types of
pollutants may vary among different sectors (urban, industrial, agriculture, etc.) and
between countries and sub-regions [32]. Therefore, the safe use of wastewater as an
alternative source of fresh water requires thorough processing [36]. On the other
hand, the recovery of wastewater represents an opportunity to face the pressures on
water supplies from a circular economy, which requires adopting a closed-loop
system. Such design entails reusing resources, energy, and materials several times (for
the same or different purposes) with minimal processing required for subsequent use
[37,38]. The principles of the circular economy contrast with the traditional linear
economic model, which depends on the availability of materials and energy [39]. In
this perspective, the nutrients present in wastewater are reused as fertilizers in
agriculture, turning the agricultural production system circular, without waste,
replacing the traditional linear system.

Water reuse protects freshwater sources as it reduces the exploitation of
aquatic ecosystems and the discharge of effluents in water bodies [40]. Global water
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reuse capacity is estimated to have increased from 33.7 GL/day in 2010 to 54.5
GL/day in 2015. The highest growth appears in China, the United States, the Middle
East, North Africa, Europe, and West South Asia [41]. Currently, 91% of recycled
water goes to cultivate fruits, vegetables, cotton, and grain crops [42]. The source of
most of this wastewater used for irrigation is urban or municipal [43], from industries
and agro-industries [44]. However, the potential is more significant since some
effluents currently go for water reuse.

Another relevant aspect is that wastewater production is constant, and its
availability does not depend on climatic conditions. Climate change scenarios project
spatial and temporal variations in the water cycle dynamics, exacerbating water
supply and demand discrepancies [41,45]. Considering this, the reuse of wastewater
for agriculture is essential in meeting the high irrigation demand [42].

2.1 Municipal Wastewaters

In some regions of the world, municipal water use for agricultural irrigation is
already a reality [46]. About 20 million hectares of land have been irrigated with
untreated or partially treated wastewater in 50 countries, corresponding to
approximately 10% of total global irrigation practices [36]. In addition to being a
sustainable practice, the reuse of municipal wastewater also promotes soil fertility and
productivity due to the added nutritional load, reducing the need for synthetic
fertilizers and decreasing the release of contaminants into the environment [36,46]. In
Latin America, the production of municipal effluents is approximately 30 km3/year.
These data make it possible to estimate these wastewaters' potential nitrogen,
phosphorus, and organic carbon content, proving its applicability to agriculture (Table
1) [47].

Table 1. Potential nutrient content in municipal wastewater produced in Latin America. *Tg
= Teragram = 10° kg. It should be considered that the values obtained correspond to the
theoretical maximum value that could be recovered and that only municipal sewage and not
rural or industrial sewage outside cities were considered. On the other hand, the calculations
rely on 100% resource recovery efficiencies without evaluating other technical or economic
factors limiting such efficiencies. Source: FAQ, 2017.

Concentration (Tg/year)*

Resources
Low Medium High
| Total Nitrogen 0.6 1.2 2.55
| Total Phosphorus 0.12 0.24 0.45
| Total Organic Carbon (TOC) 24 4.8 8.7

A successful experiment in the reuse of municipal water took place in the city
of Tacna, Peru, in which water presenting minimum quality parameters for reuse was
applied. Farmers who irrigated with treated wastewater in stabilization tanks obtained
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crops 50 to 250% larger than those who used well water and fertilizers, which is an
advantage in the prices of the products they offer in the market [48].

2.2 Recycled Waters Quality Parameters

The wastewater treatment must occur properly for agricultural irrigation to
ensure the desired water quality. Such needs stem from changes in physicochemical
and microbiological properties that can harm the soil while damaging both human
health and the environment [24,46]. Commonly controlled physical parameters for
irrigation waters are total dissolved solids, electrical conductivity, temperature,
color/turbidity, hardness, and sediment. Chemical parameters include pH,
concentrations of anions and cations, calcium, magnesium, sodium, carbonates,
bicarbonates, chlorides, sulfates, metals, nitrogen, phosphorus, and potassium. The
microbiological parameters control the presence of bacteria, such as Escherichia coli
and Legionella, viruses, and protozoa like Giardia and Cryptosporidium [49,50].

Each country has a set of laws, regulations, policies, and guidelines to control
recycled water quality in crop irrigation. In Latin America, some countries already
have specific regulations and guidelines [48,51,52]. There are also recommendations
stipulated by international organizations [53]. The manual entitled “Minimum Quality
Requirements for Water Reuse in Agricultural Irrigation and Aquifer Recharge” of
the European Union [50] and the FAO guidelines for wastewater treatment and use in
agriculture [49] and the World Health Organization [54] are some examples of
recognized references.

Considering all the quality parameters listed, the treatment of wastewater using
traditional chemical and physical approaches has a high cost of implementation and
maintenance, using methods that are not eco-friendly [55]. For this, sustainable and
low-cost technologies represent a strategy to ensure quality and protect water
availability [56,57].

3 Constructed Wetlands

Constructed wetlands are artificially designed water treatment systems that use
aquatic plants - also known as aquatic macrophytes - as renewable resources to filter
water through the phytoremediation process. This biotechnological approach has been
increasingly gaining prominence due to its economic and socio-environmental
viability, with continually improving systems [37,56].

The specialized literature shows the effectiveness of wastewater treatment by
constructed wetlands. These systems use different species of aquatic macrophytes
capable of improving the physicochemical and biological characteristics of water
through:

> Removal of suspended solids [58,59];

> Reduction of biochemical oxygen demand (BOD) and chemical oxygen
demand (COD) [59,60];
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> Removal of nitrogen and phosphorus [61];
> Removal of metals and emerging organic contaminants [58,60];

> Removal of pathogenic organisms (bacteria, viruses, helminths, protozoa)
[60].

The bibliometric analysis presented herein was performed using the keyword
“Constructed Wetlands” in the Scopus Elsevier database, analyzing verified
documents published in the referring area from the first article in 1985 to the present
day. A significant increase in production was verified, mainly in the last 20 years
(Figure 2). In total, 10,560 articles were found related to constructed wetlands, the
year of greatest publication in 2020, with 815 productions available.

Several countries have adopted constructed wetlands, especially in China,
which ranks 3,104 publications, followed by the United States (2045) and the United
Kingdom (538). Among the 15 countries with the highest production related to the
theme, Brazil is the only one in Latin America, reaching 11th position with 280 works
(Figure 2). This shows that there is potential in the region to develop such treatment
systems, particularly if we consider the tropical climate, the abundance of water
bodies, and aquatic macrophyte species to be explored biotechnologically. In addition,
agriculture is one of the bases of the Latin American economy, especially in Brazil,
which has large arable areas, requiring a large volume of water for irrigation [62].

Wastewater treated by wetlands is an interesting alternative for agricultural
irrigation. In this context, we performed a search with the keywords “wastewater” and
“irrigation” in the Scopus Elsevier publications database, considering the literature
since the first publication. A total of 9,207 publications were identified between 1966
and 2021. We can see that since 2013, more than 400 publications/year related to the
theme have been carried out, reaching the highest level in 2021 with 700 publications
(Figure 3).
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Figure 2. Publication of documents by year (A) and by country (B), between 1985 and 2021,
searching for “Constructed Wetlands” in the title, abstract, and keyword. Source: Scopus
Elsevier, accessed on: 22 November 2021.
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Figure 3. Publication of documents between 1966 and 2021 using the words "wastewater" and

"irrigation” in the title, abstract, and keyword. Source: Scopus Elsevier, accessed on: 22
November 2021.
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The increase in publications over the years reinforces the capacity of
wastewater treatment by constructed wetlands and their viability of employment for
irrigation in agriculture. Compared to conventional treatment, this technology stands
out for its potential to remove pollutants, lower cost, and eco-friendliness [63].

3.1 Water Treatment in Constructed Wetlands

The main advantages of phytoremediation using constructed wetlands include
sustainability, the possibility of process escalation, low installation and maintenance
costs, the conservation of soil structure and fertility increase, the prevention of
erosion and metal leaching [64], in addition to being a sun-powered technique. The
disadvantages include a longer period compared to traditional methods and the
efficiency, which might be reduced depending on the contaminant's concentration,
toxicity, and bioavailability, resulting in a slow growth rate and decrease in the
biomass of the plants in the system [64]. In addition, the destination of plant material
after remediation of the environment can generate additional costs, and the risk of
incorporating metals into the food chain must also be considered [64,65]. In this
sense, there are biotechnological strategies that can help to mitigate or completely
overcome such difficulties. An example of such a scheme is the use of microbial
inoculants developed to accelerate the treatment, resist and degrade possible toxic
substances [66], besides the production of fertilizers from the aquatic macrophytes
[67,68]. Thus, it is possible to generate another product with added value and high
nutritional content, which can also help agriculture.

Wastewater treatment by constructed wetlands takes steps similar to
conventional handling, which involves preliminary, primary, secondary, and tertiary
treatment (Figure 4). In the prior treatment, the solid residue elimination happens by
grating, and the effluent goes later to the primary treatment in an aeration pond. Then,
the effluent enters secondary treatment in a sedimentation pond. Finally, the tertiary
step uses aquatic macrophytes in plant-mediated purification [68]. In this step,
macrophytes and microorganisms [69], which occur in both free-living and associated
forms [70], metabolize nutrients and contaminants. The prospect for plant species is
not random, considering that such plant should absorb (adhere to internal tissues)
and/or adsorb (adhere to the external surface) [71], or incorporate nutrients and
wastewater toxins in some other form [72], or even decrease wind speed over the
water surface, which is critical for wastewater sedimentation [73].
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Figure 4. Water treatment process model in constructed wetlands. 1- Primary treatment. 2-
Secondary treatment. 3- Tertiary treatment.

In general, the choice of plants for constructed wetlands mainly include
aquatic macrophytes, which meet the following requirements [74]:
1. Tolerance to local climatic conditions, pests, and diseases;

2. Tolerance to pollutants and hypertrophic conditions;

3. Greater relative ability to absorb contaminants by direct assimilation or
storage;

4. Rapid establishment, dissemination, and growth.

Aguatic macrophytes have a high purification capacity due to direct contact
with contaminated water [75], enabling their use in effluent treatment and as
bioindicators of environmental quality [76]. In general, these plants have very thin
cuticles and can remove contaminants in water all over the plant surface [77].

The genera Typha [73], Eichhornia, Salvinia, and Lemna [78] have been
widely studied and used for contaminant removal (Table 2). These plants differ in
some ways, especially in their choice of substrate (Figure 5). Typha is rooted in the
sediment, while the other examples are free-floating macrophytes. Vymazal (2013)
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[73] highlights that Typha species tend to outcompete other plant species in
constructed wetlands and even in natural environments, where it occurs mainly as an
invasive species. For this reason, we highlight the importance of physical barriers
between the different treatment steps in a constructed wetland, which is also reviewed
by Stefanakis (2020) [79] and Li et al. (2021) [80], and recommend Typha to be
applied early in the treatment, considering it does not have specific requirements. The
reduction in wind speed contributes to better sedimentation of particulates.

Figure 5. Significant groups of aquatic macrophytes. 1- Emerged aquatic macrophytes: rooted
in the sediment with leaves out of the water (e.g., Typha). 2- Emergent with floating leaves
rooted in the sediment and other leaves floating on the water surface (e.g., Nymphaea). 3-
Floating macrophytes: float freely on the water surface (e.g., Pistia, Salvinia). 4- Free
submersed aquatic macrophytes: floating underwater (e.g., Ceratophyllum). 5- Rooted
submerged aquatic macrophytes: grow entirely underwater (e.g., Egeria).
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Table. 2. Removal of contaminants by different species of aquatic macrophytes.

Macrophytes Contaminants References

Klink et al., 2013 [81]
Rana et al., 2018 [82]

Jeke et al., 2019 [83]
Hejna et al., 2020 [84]
Singh et al., 2021 [85]
Bonanno, 2013 [86]
Mufarrege et al., 2015 [87]

Fe; Al; Mn; Zn; Co; Pb; Ni; Cr;
Typha sp. Cd; Hg; As; Sulphates;
Nitrogen; Phosphorus

Mishra et al., 2017 [88]

Sricoth et al., 2018 [89]

Malar et al., 2015 [90]

Zahoor et al., 2018 [91]
Chakrabarty et al., 2017 [92]
Melignani et al., 2015 [93]
Suryandari et al., 2017 [94]
Jayaweera et al., 2007, 2008 [95,96]

S; Cd; Pb; Zn; Cr; Ag; Cu; Ni;

Eichhornia sp. Hg; Fe; Al; Tetracycline

Estrella-Gomez et al., 2012 [97]

Mn; Pb; Cd; Ni; Cu; Cr; Drugs Wolff et al., 2012 [98]

(amoxicillin, caffeine, Bizzo et al., 2014 [99]

Salvinia sp. dipyrone, ibuprofen, and Ng et al. 2018 [100]
omeprazole); Phosphates; Otomo et al., 2021 [101]
Nitrates; Ammonia

I T T 1
Jayasri et al., 2017 [102]

Phenol; Phosphates; Nitrates; Ng etal., 2018 [100]

Lemna sp. Sulphates; Ammonia; As; Cu; Ceschin et al., 2019 [103]

Cd

Radulovi¢ et al., 2020 [104]

Seifi et al., 2021 [105]

Precisely for being rooted to the sediment, the management of Typha is more
delicate and labor-consuming, which translates into a slower plant turnover. For this
reason, free-floating, faster-growing aquatic macrophytes can complement the
wastewater treatment in constructed wetlands. The aforementioned Eichhornia,
Lemna, and Salvinia are also known as hyperaccumulators [106]. Even though they
can be applied separately in constructed wetlands, in cases where the contaminants
are not fully known, using these plants might present an advantage, as described by
Kodituwakku and Yatawara (2020) [107]. This work considers that these plants have
different affinities for metallic ions in suspension (the authors tested the remediation
of Zn, Fe, Cu, Cr, Ni, Cd, and Pb).

Eichhornia crassipes survives in environments contaminated by As, in
concentrations of up to 2 mg.L?, removing up to 20% of the metal from the
environment [108]. The use of E. crassipes in the remediation of other metals has also
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been described (Table 2). Eichhornia has also worked for the phytoremediation of
Ibuprofen and caffeine, two emerging contaminants that harm drinking water quality
and have a very expensive cost when chemical removal is applied [109].

Several studies with macrophytes of the Salvinia genus have highlighted their
resistance and ability to remove metals and drugs. Salvinia natans is capable of
accumulating Al, Cr, Cu, Ni, and Zn [110,111], with high efficiency in removing Zn
and Cu (85 and 74%, respectively) [110]. Salvinia auriculata also tolerates a high
concentration of metal such as Cu [99,112]. These characteristics reinforce the use of
free-floating macrophytes after Typha-assisted sedimentation since the presence of
large particles could harm the phytoremediation of smaller contaminants. In some
cases, ornamental plant species can also work in constructed wetlands, such as
Heliconia and Zantedeschia, which, according to Sandoval et al. (2019) [113], are
common plants in Latin America.

3.2 The Role of Beneficial Microbes in Constructed Wetlands

Like aquatic macrophytes, microorganisms have developed strategies to
survive and resist stresses in contaminated environments [55]. They are present in
constructed wetlands, promoting purification reactions and degrading substances in
the wastewater. Some microbe groups also improve plant growth, and this association
plays a vital role in removing contaminants from wastewater [114,115].

Recently, our research group isolated and identified bacteria and yeasts
associated with the aquatic macrophytes S. auriculata and T. domingensis [116,117].
Studies have shown that the microbiota improves plant development, with a
significant gain in fresh biomass (FB), even in the presence of high amounts of metal
ions [116-118]. When inoculating the bacterium Bacillus toyonensis 3.1.3.0.X.14 into
S. auriculata, there was a 12% increase in FB, compared to the control. Under Pb
stress, the inoculated plant had a 20.3% increase in FB compared to the treatment
without the inoculant in the presence of Pb, suggesting protection of the plant by the
bacteria during metal stress [118]. A similar result was found when inoculating
Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 in S. auriculata. The bacteria promoted a 29.6% gain in
FB. In the presence of Cu, the inoculated plants showed a 51% increase in FB when
compared to the non-inoculated treatment, showing that the bacteria protected the
plant from stress [117]. Plants inoculated with the yeast Yarrowia lipolytica showed a
significant increase of 20.9% in FB. In the presence of Cu, the yeast also showed a
protective effect on S. auriculata, which showed a 28.3% increase in FB when
compared to the non-inoculated treatment [116]. Therefore, microorganisms
associated with aquatic macrophytes might protect these plants under stress,
maintaining plant growth promotion traits, and thus, can act as inoculants in wetlands
systems.

Nonetheless, the microbial network in constructed wetlands is complex and not
entirely associated with the host plants. This network includes bacteria, fungi, archaea
[119,120], and even protozoans and small metazoans [121]. These organisms might
possess incredibly different metabolisms, which might favor the use of additional
carbon and nitrogen sources, the presence or absence of oxygen, and act on other
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steps of nutrient cycles (mainly carbon, nitrogen, oxygen, phosphorus, and sulfur)
[122].

The presence of microbial species empirically known to improve water quality
can be enriched with microbial inoculants [123] and other techniques [124]. However,
microbial metabolism works in an intricate network (including microorganisms in
symbiosis). The study of consortia and their formulation is a challenge that requires
modern tools involving different fields of action, such as Ecology, Microbiology,
Molecular Biology, and Bioinformatics.

Metagenomic studies, for example, allow us to know the genomes of microbial
25 communities in an environmental sample, including non-cultivable
microorganisms [125]. Zhen et al. (2020) [126] verified the presence of arsenic (As)
metabolism genes, with resistance (arsR), transport (pstB, glpF, arsB, arsA, pst (S, A,
and C), and arc3), and metal transformation functions (arsT, aiocAB, arsC, and arsM)
in bacteria associated with the aquatic macrophyte Hydrilla verticillata. Analyzes in a
wastewater treatment plant showed the prevalence of resistance genes to 21 metals in
a bacterial population predominantly belonging to the Phylum Proteobacteria (90%),
especially in the genera Pseudomonas, Janthinobacterium, Acinetobacter,
Sphingobium, and Enhydrobacter [34]. Metagenomics also encompasses the
characterization of enzymes likely produced by microorganisms, which can be used in
bioremediation processes. The use of enzymes might present a simpler alternative to
the use of microorganisms themselves, especially in extreme environments [127].
Nonetheless, the heterologous production of enzymes depends on a deep knowledge
of the structure and function of that given gene and respective protein.

Investigations based on genomic and proteomic analysis helped elucidate
issues related to microbial identification, cellular mechanisms, metabolic pathways,
and key proteins responsible for the physiological response to environmental stresses
[64,128]. For example, in the search to find potential microorganisms for metal
remediation, many researchers have isolated strains from samples collected in
contaminated areas [129].

Knowing the relationships established between aquatic macrophytes and
microorganisms at the molecular level can control the wastewater treatment process in
constructed wetlands, which increases the potential for removing contaminants. This
is because this strategy can increase plant biomass, improve nutritional status, and
promote stress tolerance, intensifying the phytoremediation potential of macrophytes
[130]. Nonetheless, more studies are required to understand this relationship better.

3.3 Constructed Wetlands in Latin America

Several countries have adopted wastewater treatment with constructed
wetlands due to economic and environmental benefits in line with the 2030 Agenda.
However, this movement is still not as frequent in Latin America and the Caribbean,
even with the ideal conditions for the implementation of this technology (especially
the high availability of low-cost marginal lands, tropical and temperate climate with
mild winters, and high availability of climate-adapted macrophytes) [131,132]. It has
been estimated that constructed wetlands treat only 0.22% of the total wastewater
flow in this region. Simultaneously, stabilization ponds, activated sludge, and upflow

134



anaerobic sludge blanket (UASB) reactors provide treatment for about 81% of the
total flow [133].

In Mexico, the government has adopted constructed wetlands in its local
guidelines for wastewater treatment [51]. This structure has had a positive effect as
these systems tend to be more resilient and require less maintenance than traditional
systems — pressing issues responsible for most wastewater treatment failures in
developing countries [53]. However, the National Inventory of Municipal Water and
Effluent Treatment Plants in Operation of Mexico (2019) [134] reports that of the
2,642 treatment plants installed in the country, 278 use constructed wetlands as a
complement to other treatment systems such as septic tanks, sedimentation tanks, or
Inhoff tank, that is, less than 10%, and only 77 stations use wetlands as the main
treatment method. Interestingly, irrigation of crops with untreated municipal water is
a common practice, which can pose risks to the population's health and the
environment [135]. On the other hand, irrigation of crops with recycled water is safe
and provides added nutrients to the soil, reducing the need for chemical fertilizers.

In Brazil, the Ponte dos Leites Sewage Treatment Plant, located in the
municipality of Araruama, Rio de Janeiro, is a successful case in treating effluents by
constructed wetlands, considered the largest in Latin America. After its
implementation, regional flora and fauna were recovered, with animal species
returning to the area due to lack of food and favorable environmental conditions. In
addition, it reduced the operating costs of effluent treatment, and currently, all the
solid waste generated in the process goes into composting [136,137].

In countries like Colombia, Chile, Peru, Argentina, Uruguay, and Paraguay,
constructed wetlands for effluent treatment have been implemented in experimental or
small-scale systems to purify sanitary effluents from communities, industrial and farm
effluents [132,138-140]. Regarding the reuse of effluents treated in wetlands in
agriculture in Latin America, further studies and research are still required, in addition
to a specific regulatory framework [131]. One possibility to accelerate the
advancement of the application of this technology is the automation of processes,
working on the concept of Agri4.0 and sustainability.

4. Agri4.0 Technologies in Water Reuse

Agri 4.0 consists of essential technologies to optimize agricultural production
sustainably. The use of cutting-edge technologies, such as the Internet of Things
(1oT), transforms traditional farming practices, such as irrigation, into modern
solutions for agriculture. Digital technological advances enable producers to monitor
each production phase and determine the best treatments for their properties, for
example [62]. 10T plays a crucial role in modern agriculture, using intelligent sensors
that process data and store it in the cloud. These sensors can monitor and diagnose the
development of crops, resources, and soil properties (pH, moisture, and salinity) in
real-time, which allows optimizing the irrigation process and performing physical-
chemical analysis of the water [141,142].
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Another extremely relevant approach is remote sensing using satellites and/or
drones [143]. These devices allow for a panoramic assessment of large areas,
optimizing the conditions for monitoring the crop.

Using these technologies in wastewater management can help achieve
sustainable and more efficient agriculture. In this context, smart sensors can monitor
the quality of recycled water [144,145] to ensure that it is within agricultural
irrigation standards [146]. Likewise, it is possible to analyze the remaining nutrients
of these wastewaters and the soil, allowing better management of the application of
fertilizer doses and, consequently, reducing costs and environmental contamination
[147].

4.1 Agri4.0

Globally, agribusiness faces a scarcity of resources due to unsustainable
practices and poor utilization. In recent times, manufacturers engaged in international
markets are adopting various green initiatives for sustainability outcomes to attract
more customers [148]. Manufacturers are trying to return something useful to society
through corporate social responsibility programs. However, most companies fail to
achieve SDGs due to their challenges to sustain remanufacturing, recycling and
reusing operations. These failures are due to their lack of flexibility, visibility, and
poor resilience.

Applying 14.0 principles to agribusiness is deemed as Agri4.0. A proper 14.0
delivery system needs careful development to overcome these challenges.
Administrators can access supply-and-demand-correlated real-time data from a supply
chain network through the 14.0 CPS dashboards [28]. This could provide an excellent
opportunity for organizational learning and the ability to run production lines using
recycled, refurbished, and remanufactured components. Operations can easily be
optimized by implementing 14.0 systems and a standard operating process aligned
with 14.0, providing alternatives to optimize business processes and significantly
fewer resources and lead times.

Agriculture that successfully adopt 14Ts can simultaneously improve their top
and bottom lines [149]. Wastewater treatment plants can also expect an operations
cost reduction when they adopt smart technologies, which can integrate planning and
scheduling activities. We expect that wastewater treatment facilities with a high
degree of 14.0 adoption when applying front-end and base technologies will attain
operational flexibility, operational efficiency, and operational effectiveness.

Companies play a vast part in sustainable development practices. However, it
is also a considerable apprehension for high technology-oriented firms. The proper
selection of product design, services, and transportation can lower global warming
while becoming internationally competitive markets. The 10-R-based development
employing manufacturing methodologies such as refuse, rethink, reduce, reuse, repair,
refurbish, remanufacture, repurpose, recycle and recover options. These approaches
can provide opportunities for cleaner production in the circular economy-based
model, and aid agribusiness attain a competitive edge over their rivals. Therefore it is
required to analyze different aspects of sustainability.

Additionally, large companies face several challenges, ranging from SDG
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procedures for final products to the real-time manufacture scheduling of production-
related resources. Few studies exist about the 10-R scheme sustainability while also
considering the 14.0 potential to foster emerging sustainability research is premature
and entails more attention from prospective researchers. This study attempts to raise
awareness about the second question.

4.2. Main Aspects and Discussions

Main 14Ts that help in water reuse in Brazilian agribusiness follow. This
section intends to clarify the Agri4.0 technologies that contribute to water reuse and
how it happens.

4.2.1 Sensors

They allow monitoring the water path, whether drinking water or wastewater
within the processes, and measuring temperature, conductivity, and pH standards,
from the inlet to the outlet of the process. Hence, any waste or deviation from
acceptable standards quickly prompts problems’ detection and correction,
guaranteeing waste water quality. Installed sensors send real-time information on the
amount of wastewater discarded, the quality of this water, and the generating source.
The sensors can quickly detect water pollution by evaluating and monitoring the real-
time presence of contaminants in the water, including ions, bacteria, and metals.
Sensors can alleviate the amount of water discarded during washing processes,
control the used water volume and identify wastewater standards. Intelligent sensors
can be appropriately integrated into control systems to monitor the treatment of
wastewater systems. Digitization in the management and reuse of water within
agriculture brings numerous advances and advantages. Among them, one can cite
increasing the security of supply and disposal, as it avoids shortages and ensures
correct reuse, contributing to the effective protection of aquatic systems, resource
efficiency, and encouraging circular and green economies [27,28].

4.2.2 Actuators

They (e.g., pumps, intelligent membranes, valves, alarms, drones) can
regulate the water path, whether for drinking water or wastewater within processes or
control parameters, e.g., temperature, pH, and conductivity, from the inlet up to the
water reuse. Therefore, they correct waste or abnormalities from established
standards, ensuring waste water quality. Actuators receive real-time sensors’
information on the amount of discarded wastewater, this water quality, and the
producing source. Actuators can quickly remediate water pollution/waste by decision-
making stages that process real-time sensor’ info about the contaminants’ presence,
like ions, bacteria, besides metals, to solve anomalies early [27,28].
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4.2.3 Drones

They can map the region of interest, check aquatic systems impacted by the
activities developed and monitor crops sites. This movement begins with 14Ts already
in use in some nations, e.g., for water monitoring drones with automatic functions for
pumping and scrutinizing samples. These schemes can work with coupled remotely
activated peristaltic pumps to analyze the watercourse region. Brazil already perceives
drones as a competitive enhancement, and this technology search has augmented, but
it is still somewhat unrealistic in practice. Drones can help insert remote sensing and
surveillance to wastewater facilities while working with other machines to handle
information remotely, combining smartphones and cloud databases [150].

4.2.4 Nanotechnology

Nanoparticles aligned to wetlands can help clean pollutants and provide a
higher quality reuse water for agriculture application. Wastewater treatment can use
membrane technologies to manipulate atoms and molecules and thus treat the water.
The UN perceives excellent potential in nanotechnology for water decontamination.
For instance, graphene-coated membranes can get rid of more than 90% of anionic
dyes and reuse water in staining processes. Silver nanoparticles, through pressure
pumps, help filtrate waste water and improve the reuse water quality [151].

4.2.5 Artificial Intelligence (Al)

Al optimizes the performance of filtration systems in reuse applications
[152,153]. It will transform wastewater treatment by increasing the water treatment
efficiency in line with the analysis of waste or substances contained in this water and
automatically activate the adequate cleaning protocol to improve quality and reduce
resources and energy used. When effluent conditions vary, Al software adjusts to
filtration conditions in real-time, ensuring stable performance with maximum water
retrieval. Al can predict supply network water consumption based on analyzing a
large amount of data from past events like water usage in the last days, months, or
years and use these datas for decision-making. An attempt determines cyclical
patterns to estimate the occurrence of higher water consumption or lack of water
through wastewater control, reprocess, verification, and quality.

Digital tools can benefit wastewater systems and develop a sustainable and
intelligent approach. Still, one needs more studies about the economic, environmental,
and social compensations resulting from adopting Al in dam maneuvers. These
operations’ primary results can save the effluent treatment, with quality equal to or
better than houses’ faucets. They may involve digitalized and automated wastewater
management with real-time tracking via sensors that transmit information to
visualization platforms.
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4.2.6 Internet of Things (1oT)

The 10T systems optimization in the primary layer of the internet (edge
computing) helps to monitor properties with a large number of sensors and actuators
to control waste, reuse, in addition to checking water quality. Therefore, technological
advances such as sensors to optimize irrigation and real-time soil diagnosis can help
agriculture to ameliorate water expenditure and management systems [152,153]. loT-
based applications seamlessly integrate the virtual and physical worlds. 10T combines
devices to produce data, send it to other devices, and then send it to the cloud. This
data is helpful for management resolutions and data mining. Machine-to-machine
communication technology enables wireless data interchange among 10T equipment
and gateways.

Further, data flows from the gateway to a distant repository in the control room
with the internet. Yet, machine-to-machine communications have different traffic
features and specific problems. 14Ts like forward-thinking engineering structures,
progressive process control, and machine control can monitor and control intelligent
production lines in the agribusiness. The central 14T focus enablement in
manufacturing enriches flexibility, efficiency, and effectiveness to augment
performance.

4.2.7 Big Data (BD)

Wastewater treatment facilities (WWTFs) use large workforces and resources
to meet the regulatory limits without errors. The ICT advancement allowed collecting
large data amounts from plentiful sources using sophisticated sensors. Due to the lack
of specialized tools and knowledge, operators and engineers cannot effectively extract
meaningful and valuable information from large datasets. Unfortunately, the data are
often stored digitally and then underutilized. Various data analytics techniques have
been developed in the past few years. The methods are efficient for analyzing vast
datasets.

Nonetheless, no wholly developed study applies these techniques to assist
wastewater treatment operation. Data analytics processes can immensely transform a
large dataset into informative knowledge, e.g., hidden data, operational caveats, or
even a predictive model. Big data (BD) analytics will allow operators to clearly
understand the functional status while saving the operation and maintenance costs and
reducing the human resources required. Ultimately, the method can enhance the
operating wastewater treatment framework performance [154,155]. The unstructured
data generated from various sources, such as intelligent digital sensors (temperature,
pressure, flow, weight, density, and power utilization) connected via wireless
networks and mobile devices with special applications, can generate a high data
volume for a central control room analysis to extract key knowledge for quality
decision making. This can improve the accuracy of forecasts, supplying a greater
degree of visibility, higher resource efficiency, asset utilization, and improved
throughput times.

Decision-making is one function of data quality and stakeholder
commitment. This is why BD research is gaining prominence as supply chains see an
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increasing complexity. Methods for scrutinizing and managing data quality in supply
chain management are essential while investigating the BD role and analytics in
sustainable  agriculture  enhancement. BD,  predictive  analytics, and
social/environmental performance can be combined.

4.2.8 Cloud/Fog/Edge Computing

Cloud Computing (CC) is a deep-rooted model for service-centric systems.
Nevertheless, ultra-low latency, high bandwidth, safety, and real-time analytics limit
CC when examining and outputting results for a large data amount. Fog (FC) and
Edge Computing (EC) offer solutions to CC restrictions. The number of agricultural
applications combining CC, FC, and EC increased in the last decades in the Agri4.0
domain. It is vital to identify all relevant research on new computing paradigms for
intelligent agriculture to better work with CC, FC, and EC blends. Likewise, it also
analyses and examines the agricultural application domains, research methodologies,
and combinations of them. Additionally, the architecture models' components can
explore the communication protocols within layers and those relating one layer to
another. Finally, new challenges in smart agriculture, the intense usage of mobile
devices, and future research directions will require access to remote databases [156].

4.2 .9 Blockchain

Blockchain is a technology that is independent of central authorities. Powered
by its ability to permit transparent, fraud-proof, and auditable digital asset handling,
blockchain has continued evolving in public and private models. The evolution
became more significant by mixing smart contracts with blockchain, like Ethereum.
Smart contracts are the most transformative application of blockchain in the current
digital world. Research showed some ways blockchain could fuel the shift toward a
smart city. A smart city means a town that uses ICT to enable a premium lifestyle at a
reduced cost and resource utilization. Blockchain and smart contracts can lead to
decentralized, automatic, transparent, and secure smart city management
[28,157,158].

A reward-based blockchain framework can afford an efficient flow of liquid
waste to the proper disposal areas. Such expedient helps maintain adequate
cleanliness and hygiene of the environment. Controlled and auto-enforced activities
utilize smart contracts for system integrity, sustainability, and real-time management,
thus creating open, transparent, and decentralized surroundings. Wastewater
management (WWM) can be fourfold: (i) storage, (ii) collection, (iii) disposal, and
(iv) recycling. The suggested smart WWM system is a step toward synchronizing
these four steps.

14.0 research in operations management is gaining momentum as corporations
consider digitalization a priority. Agri4.0 technologies would lead to more
competitive global supply chain operations. 14Ts can integrate all critical functions to
share common data, records, and knowledge all over the supply chain. They can also
be applied to automate necessary operations activities. However, the 14.0 key impact
is its ability to yield and access real-time information to permit enriched visibility and
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mitigate risks in the supply chain network.

4.3 Sustainable Development

The UN 2030 agenda for SDGs focuses primarily on people, the planet, and
prosperity. There are 169 goals and 231 indicators where each country establishes its
objectives on a national level to achieve a better quality of life for its population.

As the current sources of competitive advantages deplete, agribusiness must
focus increasingly on new sources of competitive advantage for sustainability.
Actually, this concept integrates environmental and social parameters to allow long-
term financial viability. The present literature lacks sustainability-related studies
focusing on an integrated approach. Cultural and economic factors also considerably
influence sustainability developments in any country.

Therefore, identifying key sustainable supply chain drivers and understanding
their inter-relationships can be helpful for managers to use as a guide for integrating
sustainability aspects in business operations. Supply chain transparency can improve
social and ecological parameters, reinforcing the ESG (Environmental, Social and
Governance) ideas and compliance practices.

The literature points out that lean practices can help directly and indirectly
achieve supply chain sustainability. Businesses are gradually adopting circular
economy principles by recycling and remanufacturing. Building trust is essential in a
sharing economy. It is clear that without complying with SDGs, firms are likely to
perish on this planet.

5. Final Considerations

Considering the increase in world population and the projected growth by 2100
by the UN, water supplies will become even more critical and there will also be a
greater demand on food production, however, agriculture already consumes (and
wastes) the largest amount of the resource. In addition, the decrease in water quality is
another factor of concern, and it is urgent to adopt sustainable measures for
decontamination and optimization of the use of water, seeking to conserve water
resources.

Therefore, as large volumes of wastewater are generated daily, its reuse in
agriculture is an alternative not only to protect resources but also to save the costs of
fertilizers, stimulating the circular economy and meeting the high demand. For the
application of recycled water in agriculture, adequate treatment must be carried out to
meet the physical-chemical parameters according to each country's legislation, to
guarantee the aimed quality.

The wastewater treatment process by constructed wetlands is a promising,
sustainable, and low-cost technology, which is already in use, bringing positive
results. As discussed in this chapter, this technique can decontaminate wastewater,
even with high loads of nutrients and contaminants. Even in eutrophic or severely
contaminated environments, macrophytes and microorganisms have efficient
mechanisms and strategies to survive. Together, these organisms can be used as a
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biotechnological tool to promote effluent purification reactions and remove organic
and inorganic contaminants present in the water.

Wetland-mediated effluent purification has been implemented in some Latin
American countries. In Brazil, the wetland sewage treatment plant built in Araruama,
State of Rio de Janeiro, is the largest of its kind in Latin America. Its implementation
has reduced operating costs compared to the conventional method and feeds the
circular economy, since solid waste is destined for the composting process and not to
landfills. On the other hand, the use of treated wastewater in constructed wetlands for
agricultural irrigation is a strategy with great potential mas ainda pouco utilizada.

In addition, the literature indicates the use of different 10R-based primary- and
advanced-level 14Ts to explore sustainable development outcomes in wastewater
treatment and its application in agriculture. The use of these technologies in
wastewater monitoring offers greater productivity and economic, social, and
environmental advantages.

This review examined the significance of the adoption of 14.0 in Agri4.0.
Research indicates that the more robust the delivery system is, the better the degree of
implementation and the more encouraging the results of operations are. The 14.0
delivery system comprises senior management support, preparation, and design
resources, provision to research organizations and universities, simplifying the
adoption of 14Ts. The works collected also indicate that there is a significant demand
for the adaptation of ICT among small, medium, and large companies, and agriculture
should be no different; 14Ts coupled with biotechnology can fill this gap by
connecting the phases of the process in order to consolidate the circular economy.
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