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CARACTERIZACAO DE BACTERIAS RESISTENTES AO MERCURIO E
ESTRATEGIAS PARA BIORREMEDIACAO DE AMBIENTES
CONTAMINADOS

Autor: Patricia Giovanella Grazziotin
Orientador: Fatima Menezes Bento

Resumo

O mercdario é toxico, tanto para células eucaridticas quanto para procarioticas,
mas alguns micro-organismos possuem mecanismos de resisténcia a este
metal, como a capacidade de reduzir enzimaticamente o mercurio (ll) para a
forma volatil e menos toxica de mercurio Hg (0). O objetivo do trabalho foi
desenvolver uma estratégia com viabilidade econémica de aporte de carbono
para remocdo de mercurio, avaliar o potencial bacteriano de remocédo de
mercurio, cadmio, niquel e chumbo de ambientes contaminados (efluentes
industriais) e identificar os distintos mecanismos de resisténcia envolvidos na
resisténcia bacteriana aos metais. Oito isolados foram capazes de remover
mercurio e degradar o glicerol. Os melhores resultados para remoc¢éao de Hg e
degradacédo do glicerol foram obtidos utilizando os isolados Serratia
marcescens M25C (85 e 100%), Klebsiela pneumoniae PLB (90 e 100%),
Klebsiela oxytoca Ul4 (90 e 100%) e Arthrobacter sp. U3 (80 e 65%)
adicionando 0,5 g L™ de extrato de levedura. O isolado Pseudomonas sp B50D
foi o que apresentou melhor desempenho quando avaliada remocdo de
mercurio concomitante a outros metais. Sua capacidade de remover Hg na
presenca de Cd foi de 75%, Ni e Pb (91%). Esse isolado removeu 60% (Cd),
90% (Ni) e 85% de Pb. Pseudomonas sp. B50D apresenta como mecanismos
de resisténcia aos metais a reducdo, biossor¢cdo, producdo de biofilme e
producdo de sideréforos. Foi demonstrado que o pH do efluente influencia a
capacidade dos isolados Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1
removerem Hg, sendo que o pH 6 teve a melhor resposta de remocao. A
capacidade dos isolados e do consoércio removerem mercurio do efluente
variou de 70 a 75%. Porém, com a adicdo de multiplos metais no efluente a
remocdo do mercurio foi inibida. Este trabalho demonstrou a viabilidade da
utilizacéo de glicerol residual como fonte de carbono para remocéao biolégica do
Hg e o potencial do isolado Pseudomonas sp. B50D para remediacdo de
contamina¢des mais complexas. Os isolados Pseudomonas sp. B50A e
Pseudomonas putida V1 sdo recomendados para o tratamento de efluentes
industriais contaminados com mercurio, porém contaminagdes mais complexas
(com outros metais) exigem a utilizacdo concomitante de outros isolados
bacterianos ou ainda outros métodos nao avaliados neste estudo.

Tese de doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS,
Brasil (161p.) Marco, 2015
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CHARACTERIZATION OF MERCURY RESISTANT BACTERIA AND
STRATEGIES FOR BIOREMEDIATION OF ENVIRONMENTAL
CONTAMINATION!

Author: Patricia Giovanella Grazziotin
Adviser: Fatima Menezes Bento

Abstract

Mercury is toxic to eukaryotic cells and prokaryotic, but some microorganisms
possess mechanisms of resistance to this metal, as the ability to enzymatically
reduce the mercury (Il) to the volatile and less toxic form of mercury Hg (0). The
goal of this study was to evaluate the potential for bacterial removal of mercury,
cadmium, nickel and lead from industrial wastewater and to identify the
differents resistance mechanisms involved in bacterial resistance to metals.
Eight strains were able to remove mercury and degrade glycerol. The best
results for the removal of mercury and glycerol degradation isolates were
respectively obtained using Serratia marcescens M25C (85 and 100%),
Klebsiella pneumoniae NBP (90 and 100%), Klebsiella oxytoca U14 (90 and
100%) and Arthrobacter sp. U3 (80 and 65%) by adding 0.5 g L-1 yeast extract.
Pseudomonas sp. B50D showed the best result to concomitant mercury
removal with other metals. Its ability to remove mercury in the presence of Cd
was 75% to Ni and Pb was 91%. This bacterial isolate removed 60% of Cd,
90% of Ni and 85% of Pb from the effluent contaminated with mercury. The
metals resistance mechanisms to metals reduction suggested to Pseudomonas
sp. B50D were biosorption, biofilm production and production of siderophores. It
has been shown that the effluent pH influences the ability of the isolated
Pseudomonas sp B50A and Pseudomonas putida V1 remove Hg, and pH 6 had
better removal response. The consortium removal mercury from the effluent
ranging from 70 to 75%. However, with the addition of multiple metals in the
effluent mercury removal was inhibited. This study demonstrated the feasibility
of using residual glycerol as carbon source for the biological removal of mercury
and the potential of the isolated Pseudomonas sp. B50D for remediation of
complex contamination. The strains Pseudomonas sp. B5S0A and Pseudomonas
putida V1 are recommended for the treatment of industrial wastewater
contaminated with mercury, but a complex contamination (with other metals)
require the concomitant use of other bacterial isolates or other methods that
were not evaluated in this study.

! Doctoral thesis in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (161p.) March, 2015.
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

RELACAO DE FIGURAS

O ciclo biogeoquimico do mercurio no ambiente. Setas
sélidas representam transformacdo ou absorcdo de
mercurio. Setas ocas indicam fluxo de mercurio entre
diferentes compartimentos no ambiente. A largura das
setas indicam a importancia relativa do fluxo na
natureza. A especiacdo de Hg (Il) em aguas anoxicas
ou em presenca de oxigénio é controlada por cloro,
hidréxidos e enxofre. Transformacdes mediadas por
microrganismos sao representadas por circulos que
representam bactérias. SRB para bactérias sulfato
redutoras, merB e merA referem-se a atividade dos
genes que codificam as enzimas organomercurio liase
e mercurio redutase respectivamente. Um grupo de
pontos indica o envolvimento de algas unicelulares

Modelo de resisténcia do operon mer tipico de
bactérias Gram-negativas. O simbolo ( e ) indica
residuos de cisteinas. O X refere-se a um solvente
nucleofilico genérico. RSH é um grupo thiol de baixo
peso molecular como a glutationa. Genes ou proteinas
entre parénteses indicam que nao ocorre em todos 0s
exemplos de operon mer (Adaptado de Barkay et al.,

10



1. INTRODUCAO

Com a crescente expansdo tecnoldgica e industrial dos diferentes
setores na sociedade moderna, ha um incremento da quantidade e
complexidade dos residuos toxicos produzidos. O descarte de residuos com
elevada toxicidade fora dos padrbes da legislacdo ambiental vigente, bem
como a sua incorreta manipulacdo nos diversos ecossistemas naturais,
ocasionam danos ao ambiente.

A contaminacdo dos ecossistemas por metais é um dos principais
objetos de estudo das ciéncias relacionadas com o ambiente. ISso se deve ao
fato de que essas substancias quimicas apresentam alta toxicidade e
propriedades de acumulagdo nos organismos. Os residuos gerados pela
indUstria podem conter um ou mais metais toxicos, o que da origem a efluentes
guimicamente complexos. Esses efluentes merecem particular atencao por
serem extremamente recalcitrantes e por serem potencias poluidores de corpos
hidricos. O mercurio destaca-se neste contexto, por se tratar de um poluente
que circula no ar, na agua e no solo; por sua alta toxicidade e pela
biomagnificacdo na cadeia alimentar. Este metal é liberado ao ambiente a partir
de fontes naturais e antropicas, como a mineracdo de ouro e prata, industrias

de cloro e soda, petrolifera, eletrbnica e baterias.



A remediacdo de ambientes contaminados com cations metalicos
toxicos tem empregado convencionalmente técnicas fisico-quimicas que sao
pouco eficazes, tem alto custo de operacdo e geralmente produzem residuos
adicionais com potencial de contaminacdo. Nos ultimos anos, tém se dado
maior atencdo aos métodos biolégicos de remediacdo de metais pesados,
devido ao baixo custo de operacdo, alta eficiéncia de remocdo, bom
desempenho em baixas concentracdes de metais e por serem alternativas mais
ecologicamente corretas. Neste contexto, as bactérias sdo candidatas
promissoras por apresentarem sistemas especializados de resisténcia aos
metais. Entre os mecanismos de resisténcia aos metais, alguns deles como
bioacumulacao, biossorcéo, reducéo, producédo de sideroforos e formacéo de
biofilmes, os quais podem ser explorados para o desenvolvimento de
tecnologias limpas de controle da poluicdo por metais visando promover a
mitigacdo dos impactos ambientais.

A utilizacdo do potencial microbiano para a detoxificacdo de
contaminantes ambientais no processo chamado biorremediacdo no Brasil €
insipiente, dada a abordagem simplificada desta nova disciplina. A maioria dos
estudos referidos como de biorremediacdo, referem-se apenas a avaliacao
superficial da capacidade biotransformadora/biorremovedora de comunidades
microbianas. O efeito de diferentes técnicas para a biorremediacéo, utilizando a
capacidade de reducdo enzimatica do Hg e biossorcéo; biofilmes microbianos,
aplicacdo de consorcios microbianos combinando mecanismos de resisténcia e
0 uso de fontes alternativas de carbono podem incrementar significativamente

a descontaminacéo do ambiente.



Neste trabalho foi conduzido um estudo da biorremediacdo de
ambientes contaminados com mercurio, com o desenvolvimento e a avaliacao
conjunta de tecnologias que utilizam os recursos genéticos da microbiota do
ambiente. Ao mesmo tempo que, busca contribuir para o avanco do
conhecimento acerca da aplicabilidade dessas tecnologias no tratamento de
efluentes industriais contaminados com metais.

Sendo assim, 0s objetivos gerais desta tese foram desenvolver uma
estratégia com viabilidade econémica para remocao de mercurio de ambientes
contaminados e com baixa concentracdo de carbono, demonstrar
experimentalmente a real aplicabilidade da utilizacdo de micro-organismos na
biorremocdo de mercurio, identificar os distintos mecanismos de resisténcia
gue podem estar envolvidos na resisténcia bacteriana ao Hg e a outros metais.

Objetivos Especificos:

- Analisar o comportamento das bactérias quanto ao crescimento,
remocao de mercurio e degradacéao do glicerol residual em meio mineral;

- ldentificar a presenga dos genes merA e merB nos isolados
bacterianos resistentes ao mercurio;

- Estudar o impacto da co-contaminacdo com outros metais na
remocao do mercurio pelos isolados;

- Avaliar a capacidade de remocdo de mercurio e outros metais em
meio de cultivo e efluente por bactérias prospectadas em ambientes
contaminados;

- Demonstrar a mudanga na estrutura da comunidade microbiana

durante a remocao do mercurio de efluentes;



- Avaliar a producdo de sideréforos e biofilmes pelos isolados e
determinar a biossorcao e bioacumulacédo de metais.

Nesse sentido, trés estudos foram elaborados:



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ocorréncia e fontes de exposi¢cdo ao mercurio

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente em diferentes espécies
quimicas. As principais formas de mercurio sdo: elementar, organica e
inorganica. Essas por sua vez apresentam solubilidade, reatividade e
toxicidade distintas, causando diferentes impactos no ecossistema e na saude
humana (UNEP, 2002). O mercudrio € raramente encontrado como elemento
livre na natureza, estando em baixas concentracfes e distribuido de forma
ampla por toda crosta terrestre (Pirrone & Maffey, 2005).

As fontes mais importantes para extragcdo de mercurio sdo as
reservas de minério de cinabrio (HgS), encontradas em rochas préximas de
atividades vulcéanicas recentes, em fraturas minerais e em areas proximas de
fontes de aguas termais. Uma das principais reservas deste elemento
encontra-se nas minas de Almadén, na Espanha, a qual esta em operacéo
desde 400 d.C. Além desta, existem outras minas de expressao na lItalia,
lugoslavia, Rassia, América do Norte, Japdao, Filipinas, China, Turquia e Irlanda
(Biester et al., 1999).

Esse elemento é liberado para o ambiente por inUmeras fontes naturais
e antropogénicas (Pirrone & Maffey, 2005), sendo que aproximadamente 75%

da contaminacéo global pelo Hg se deva a atividades antropogéncias (Mason &



Fitzgerald, 1996). Na china, a quantidade de mercurio emitida aumentou
significativamente nas Ultimas décadas, podendo influenciar os valores da
emissdao mundial do mercurio (Jiang et al., 2006). Uma das principais fontes de
emissao de Hg na China sao as industrias de fabricacéo de cloreto de polivinila
(Ren et al., 2014). Na América do Sul, um dos mais importantes usos do
mercurio diz respeito a extracdo do ouro, devido a sua capacidade de formar
liga com esse metal (Verbel & Restrepo, 2002). No Brasil as principais fontes
de emissdo antrépica de mercurio sdo os garimpos de ouro, responsaveis por
mais de 65% do total das emissGes. Também foi constatada uma contribuicéo
significativa das industrias de aco e ferro (10,4%), do cloro (10,1%) e das
gueimadas (7,5%) (Lacerda,1997).

Estimativas mostram que as fontes antropogénicas de mercurio sao
responsaveis pela liberagcdo de 2250 toneladas ao ano desse poluente na
atmosfera, enquanto que fontes naturais como vulcdes, corpos aquaticos, solo
e vegetacdo liberam 2700 toneladas ao ano (Pirrone et al., 2001). As industrias
de equipamentos elétricos, cloro-soda e pintura contribuem com
aproximadamente 55% do total de Hg antropogénico liberado (WHO, 1989).
Outra fonte bastante comum de mercurio sdo 0s compostos de petréleo e seus
derivados. A concentracdo de mercurio em petréleo bruto e derivados é
altamente dependente da localizagdo geoldgica do pogo de extragdo, variando

de 0,00mgL*a10 mgL™* (Wilhelm & Bloom, 2000 ).



2.2 Toxicologia do mercurio

O mercurio se apresenta em trés formas quimicas na natureza:
mercurio inorganico elementar (vapor ou liquido, ndo reativo), sais ou minerais
mercuriais inorganicos e mercuriais organicos. No ambiente, essas formas de
mercurio sdo transformadas, e o contato com qualquer uma delas pode
produzir toxicidade (UNEP, 2002). A toxicidade do mercurio depende da
espécie quimica, porém todas elas possuem em comum a capacidade de
danificar o funcionamento do sistema nervoso (Clarkson, 2002).

As propriedades quimicas mais importantes que explicam grande
parte dos danos biologicos causados pelo mercurio sdo a elevada afinidade
gue esse metal possui pelo enxofre e a facilidade com que ele forma ligacGes
covalentes com este elemento. Quando o enxofre esta presente como grupo
sulfidrila de proteinas, o mercuario divalente substitui 0 atomo de hidrogénio
para formar mercaptanas do tipo X-Hg-SR e Hg-SR, onde X é um grupo
eletronegativo e R é um aminoacido como a cisteina, enquanto que 0s
mercuriais organicos formam ligacées do tipo RHg-SR. Deste modo, mesmo
em baixas concentra¢cdes no organismo, o mercurio interfere no metabolismo e
nas funcdes celulares (Verbel & Restrepo, 2004).

O mercurio elementar é considerado a forma quimica desse metal
menos tdxica ao organismo (Barkay et al., 2003). Ele € pouco absorvido pelo
sistema gastro intestinal, de forma que é quase completamente eliminado e sua
ingestdo é tida como sem consequéncia. No entanto, quando inalado,

atravessa a membrana alveolar e atinge a circulagdo sanguinea. Na circulacéo,



ainda na forma metalica, cruza as barreiras das membranas celulares atingindo
especialmente o cérebro (Nascimento & Chasin, 2001).

O sistema nervoso central € o Orgdo critico na exposicdo aos
vapores de mercurio, causando uma série de alteragcbes psiquicas como
depressao, insonia, dificuldade para concentracdo, diminuicdo da memoria,
tristeza, confusédo, fadiga, perda do apetite, fobias e sudorese (Picazo &
Fernandez, 2000).

Os sais inorganicos de mercurio sdo muito corrosivos para o trato
gastro-intestinal, olhos, pele e mucosa. Como consequéncia ao seu contato
pode ocorrer hematemese, colite, hematoquesia, ardor, salivacdo excessiva,
diarreia sanguinolenta, necrose da mucosa intestinal, desidratacdo e colapso
cardiovascular (WHO, 1990). Os efeitos sobre os rins e os efeitos neurotdxicos
sdo considerados como 0s mais importantes numa avaliacdo de risco pela
exposicao aos compostos de mercurio inorganico (UNEP, 2002). Ainda que os
distarbios neurolégicos estejam mais relacionados a contaminacdo por
mercurio organico (principalmente metilmercurio), estudos tém demonstrado
uma relacdo do mercurio inorganico com sintomas neurolégicos, como a
insbnia, baixa estima, perda da memoria, irritabilidade e dificuldade na
concentracdo (Pirrone & Mahaffey, 2005).

Dentre o0s compostos contendo mercario, 0S organicos,
especialmente o metilmercurio € considerado 0 mais toxico, e € o responsavel
pelos danos mais importantes a salde humana. A toxicidade dos compostos

organomercuriais é devida a sua alta estabilidade quimica, solubilidade em



lipideos, afinidade pelas proteinas, excrecédo lenta e facilidade de absorcao
pelo trato gastrointestinal (Kerper, 1992).

O sistema nervoso central € o alvo principal do metilmercurio, onde
afeta principalmente areas especificas do cérebro, como cerebelo e lobos
temporais. Intoxicagcbes por metilmercario se caracterizam por ataxia,
problemas na articulacéo das palavras, perda da sensibilidade nas maos, pés e
em torno da boca, constricdo do campo visual e perda da audicdo. Em estagios

de contaminacao severa se observa coma e morte (Clarckson, 2002).

2.3 Dinamica do mercurio no ambiente

Na atmosfera, o mercurio pode se apresentar sob varias formas,
nem todas identificadas, pois o seu ciclo global € complexo (Figura 1). A forma
quimica do mercurio influencia significativamente o seu transporte, pois
enquanto algumas formas ligam-se a particulas pesadas e se depositam, o
mercurio elementar pode percorrer longas distancias. O tempo médio de
residéncia do mercurio na forma de vapor na atmosfera é estimado entre
quatro meses e quatro anos (WHO, 1991). Desta forma, os niveis de mercurio
nas regides mais remotas do planeta, como nas aguas do Artico, ndo diferem
expressivamente em relacdo aos niveis das regides meridionais (Clarkson,
2002).

O mercurio elementar presente na atmosfera pode ser oxidado
dando origem a compostos como o6xido de mercurio (HgO) e cloreto de
mercurio (HgCly). Essas substancias sdo menos volateis e mais soluveis que o
mercurio metalico, de modo que, séo facilmente depositadas nos particulados

da atmosfera ou solubilizadas no vapor de agua das nuvens (Munthe et al.,
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1991). De acordo com World Health Organization (WHO, 1990) mesmo
havendo a diminuicdo da atividade antropogénica desse metal, havera continua
contaminacdo do ambiente pelo processo natural de desgaseificacdo da crosta

terrestre, evaporacao dos oceanos e mineracao de chumbo, cobre e zinco.

0
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FIGURA 1. O ciclo biogeoquimico do mercurio no ambiente. Setas sélidas representam
transformagéo ou absorgdo de mercirio. Setas ocas indicam fluxo de mercario entre diferentes
compartimentos no ambiente. A largura das setas indica a importancia relativa do fluxo na
natureza. A especiacdo de Hg (ll) em 4guas andxicas ou em presenca de oxigénio é controlada
por cloro, hidroxidos e enxofre. Transformacdes mediadas por micro-organismos sao
representadas por circulos que representam bactérias. SRB para bactérias sulfato redutoras,
merB e merA referem-se a atividade dos genes que codificam as enzimas organo mercurio
liase e mercurio redutase respectivamente. Um grupo de pontos indica o envolvimento de algas
unicelulares. (Adaptado de Barkay et al., 2003).

Dependendo do tipo de solo, pode ocorrer retencdo e
armazenamento de mercurio, devido a forte ligacdo desse metal com a matéria
organica. Por causa deste comportamento, somente quando ligado aos solidos

em suspensdo ou ao humus, ele se torna suscetivel a ser transportado pela
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agua. Por esta razdo, o mercurio acumulado pode ser liberado para a agua por
longos periodos de tempo (UNEP, 2002; Bisinoti & Jardim, 2004).

O mercurio € acumulado no horizonte superficial do solo que possui
maior conteudo de matéria organica, razdo pela qual os solos organicos
possuem niveis mais altos de mercurio, quando comparados aos solos
minerais. Em solos com pH > 55, o ferro e a argila participam mais
eficientemente na adsorcdo de Hg (Il) sendo que a maxima adsorcado ocorre
em pH 7, enquanto que em solos acidos com pH inferior a 4 essa retencdo nao
é significativa (Lacerda et al.,1999).

O potencial redox, o pH e a concentracao de cloro estao diretamente
relacionadas com as transformacfes quimicas que o mercurio sofre no solo.
Dependendo das condicbes de oxi-reducdo do sistema, podem ocorrer as
formas Hg° e Hg (Il).

A maior parte do Hg (Il) esta confinada nos minerais do solo ou
adsorvida em superficies sdlidas, inorganicas e organicas. Outra propriedade
importante do mercurio € a sua habilidade em formar complexos com o ion
sulfeto, fazendo com que a forma ibnica seja estavel na presenca de H,S e HS’
, em condicdes redutoras (Melamed & Villas Boas, 2002).

No ambiente aquatico, o mercurio contribui com emissdes pontuais
diretas, erosdo, lixiviacdo e deposicdo atmosférica sendo que a principal fonte
diz respeito a deposicdo umida (chuvas). As diferentes espécies de mercurio
introduzidas no sistema aquatico sdo distribuidas e reguladas por processos
qguimicos, biolégicos e fisicos que ocorrem nas interfaces ar/dgua e

adgua/sedimento. Na &gua, as concentracdes sdo em media de 10 partes por
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trilhdo, j& em sedimentos, a concentracdo natural é de 200 mg L™. Isto se d&
pela grande afinidade do mercurio por particulas em suspensdo que o
transportam até o sedimento (Alexandre, 2006). A forma predominante de
mercurio nos sistemas aquaticos é a oxidada Hg (1), que pode ser convertida a
mercurio elementar ou metilmercario por processos bibticos e abidticos. Em
ambientes anaerdbios, a matéria organica pode reduzir Hg (I1) a Hg®, enquanto
gue o processo inverso é observado em ambientes aerdbios (USEPA, 1997;
North, 1999; Queiroz, 1995; Mayasa, 2001; Alexandre, 2006). Em ambientes
aguaticos, a distribuicdo, a natureza e a biodisponibilidade do Hg sao
controladas por fatores como: a temperatura e a turbidez da agua e as
guantidades de argila, fésforo, carbono, enxofre e ferro. Em corpos hidricos
aerobios os complexos sollveis de mercurio sdo adsorvidos e removidos pela
sedimentacao, enquanto que nos sedimentos anaerébios, os compostos de Hg
precipitados sdo convertidos em sulfeto de mercuario (HgS), forma altamente
insoltvel, impossibilitando assim a sua reciclagem (UNEP, 2002; Alexandre,
2006).

O mercurio confinado nos sedimentos dos oceanos, lagos e rios
pode permanecer ativo por varios anos e sofrer a acdo de agentes organicos,
como acidos humicos e fulvicos, que quelam as espécies insollveis e soluveis
na agua, precipitando-os diretamente da solucéo para o sedimento (Bisinoti &
Jardim, 2004). A metilacdo abidtica do mercario no ambiente e sua contribuicao
para a producdo de metilmercirio € um assunto contestado. Trabalhos
mostram que 0s responsaveis pela metilacdo abidtica incluem os acidos

fulvicos, humicos e carboxilicos (Barkay et al., 2003). A metilacdo do mercurio
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€ importante em razdo da sua biomagnificacdo na cadeia alimentar, causada
pela grande afinidade do metil mercurio pelas proteinas (Micaroni et al., 2000;

Azevedo, 2003).

2.4 Contaminacéo da agua pelo mercurio

Um dos problemas de poluicdo considerado de dificil resolucdo € a
contaminacgdo das aguas com metais pesados. Estes poluentes, presentes nos
efluentes de vérias atividades industriais (Gavrilescu, 2004), sédo tidos como 0s
mais importantes contaminantes inorganicos devido a recalcitrancia e
persisténcia no ambiente (Parvathi et al., 2007).

Os efluentes das industrias petroquimicas, eletronicas, metallrgicas,
de PVC, tintas e cloro-soda, podem conter elevadas concentracfes de metais
pesados (Veglio et al.,2000; Zouboulis et al., 2004) cuja descarga, sem um
tratamento adequado, para cursos de agua superficiais tem como
consequéncia a acumulacdo de metais nas aguas e nos sedimentos (Malik,
2004). O mercurio destaca-se como um problema ambiental de maior
importancia, pois ele € bioacumulado ao longo da cadeia trofica causando
diferentes impactos no ecossistema e na saude do homem (UNEP).

O caso mais conhecido de contaminacdo ambiental causada pelo
mercurio ocorreu no Japao na baia de Minamata. Efluentes gerados por uma
industria de acetaldeido e PVC foram lancados durante décadas na baia,
levando a contaminacdo do ambiente e dos peixes causando a doenca de
Minamata em seres humanos pela ingestdo de peixe contaminado. A doenca

de minamata matou mais de 100 pessoas e contaminou milhares ao redor Baia
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de Minamata e do Mar adjacente Yatsushiro desde 1956 (Kudo et al., 1998;
Harada, 2005).

No Brasil sdo relatados muitos casos da presenca de mercurio em
corpos hidricos (em rios e mares). Em aguas doces temos: CAMARA e
colaboradores (1996), em estudos em Poconé, no Mato Grosso, constataram
contaminacao decorrente a pratica do garimpo; MEYER e colaboradores (1998)
relataram que uma fabrica de cloro-alcali lancou grandes quantidades de Hg no
rio Botafogo, um dos principais tributarios do canal de Santa Cruz em Recife,
Pernambuco, até o ano de 1991; em Cubatdo, Sdo Paulo, em 1998, analises
de sedimentos do rio Cubatdo e de efluentes industriais da Carbocloro,
evidenciaram presenca de mercurio (Azevedo, 2003). Ja em aguas marinhas,
tém sido registrados casos de poluicdo por mercario, como decorréncia de
atividades industriais nos estados da Bahia, Pernambuco, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro (Eysing et al, 188; Kehrig et al, 1998).

Os riscos ambientais de longo prazo associados aos metais focaram
as atencdes para o controle dos despejos industriais e a remocao de solucdes
aguosas se tornou um desafio para o século XXI (Volesky, 2001). No caso do
mercurio os efluentes devem ser tratados na fonte de emisséo, evitando a
descarga nos corpos hidricos, ja que o mesmo pode levar tempo muito longo
ou até mesmo séculos para sistemas aquaticos atingirem niveis relativamente

seguros de contaminacao (Miserocchi et al., 1993; Krom et al., 1994).
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2.5 Transformacgédo microbiana do mercurio

Além da contribuicdo dos processos abibticos nas transformacoes
do mercurio inorganico, deve-se destacar o papel dos micro-organismos na
reducdo do Hg. A enzima mercurio redutase num processo de detoxificacdo
transforma Hg (I1) em Hg®, a forma menos téxica de mercirio. A oxidacdo de
Hg® a Hg (Il) também pode ocorrer bioticamente na presenca de micro-
organismos aerobios pela acdo da enzima catalase (Verbel & Restrepo, 2002).

Em ambientes aerdbios ou anaerdbios, o metilmercurio pode ser
formado pelo metabolismo microbiano. A metilacdo € influenciada por uma
variedade de fatores ambientais, como: temperatura, concentracdo de
bactérias no meio, pH, tipo de solo ou sedimento e condi¢cdes de oxi-reducéo
do meio (Nascimento & Chasin, 2001; Azevedo, 2003). A taxa de sintese
biolégica do metilmercurio € determinada principalmente pela concentracéo,
forma quimica do Hg, composicdo das espécies microbianas e pelo tamanho
da populacéo natural capaz de metilar (Azevedo, 2003).

A metilacdo e demetilacdo do metilmercurio podem ocorrer na
interface agua-sedimento, sedimento ou ainda na coluna de agua (Zhang &
Planas, 1994). Alguns dos géneros de bactérias resistentes responsaveis pela
demetilacdo do mercuario sdo: Pseudomonas, Escherichia e Staphylococcus
(Barkay et al., 2003). Esses micro-organismos produzem a enzima organo
mercurio liase, que catalisa o rompimento da ligagdo entre o carbono e o
mercurio, dando origem a Hg (ll) e CH4. Posteriormente, a enzima mercurio
redutase pode transformar o Hg (II) em Hg°® (Barkay et al., 2003; Barkay &

Wagner-Dobler, 2005; Silver & Hobman, 2007).



16

2.6 Mecanismos de resisténcia microbiana ao mercario

Os estudos da resisténcia bacteriana ao mercurio iniciaram ha pelo
menos cinco décadas. O sistema que envolve a defesa bacteriana contra esse
metal extremamente téxico e seus derivados organicos, tem sido estudado em
nivel genético e bioquimico, devido ao seu papel na biorremediacdo ambiental
e no biomonitoramento. Os genes que codificam as proteinas de resisténcia ao
mercurio ocorrem nos plasmideos e transposons, em diferentes formas de
arranjos, que podem envolver reguladores, transportadores e varios replicons
dentro das células (Barkay et al., 2003).

Nos micro-organismos, a resisténcia a maioria dos metais
normalmente ocorre por efluxo, a fim de remover metais do citoplasma e
sequestro extracelular do contaminante. Com o mercurio, 0S micro-organismos
utiizam o sistema mer. O operon mer € um sistema genético regulado,
constituido por quatro a cinco genes estruturais, que codificam proteinas de
transporte de mercurio, transformacdo e regulacdo dos genes (Silver &
Hobman, 2007).

Tem sido proposto que a expressdo do operon mer €
minuciosamente controlada pela proteina reguladora MerR codificada pelo
gene merR. Esse regulador é um ativador dos genes estruturais na presenca
de mercurio, um repressor dos genes estruturais na auséncia desse metal e um
regulador da sua propria sintese (Brow et al., 2003). Trés residuos de cisteinas
sdo conservados em todas as proteinas MerR, sendo confirmado que esse € o
sitio de ligacdo do Hg o qual tem alta afinidade pelos residuos cisteina (Ross et

al., 1989).



17

Na auséncia de Hg Il dentro da célula, a proteina MerR se liga como
um homodimero com o promotor, o qual € uma regido de dupla simetria
chamada MerO (operador), situada a montante do gene merT entre o0s sitios de
reconhecimento da RNA polimerase do promotor dos genes estruturais (Pt)
(Summers, 1992). O merR possui um promotor proprio (Pr) que é lido
divergentemente de Pt, sobrepondo-se com o mesmo, de forma a ocupar o
espaco do operador (MerO) e consequentemente a transcricdo dele mesmo
(merR) pela RNA polimerase (regulador negativo) (Barkay et al., 2003). MerR
pode se ligar as subunidades da RNA polimerase na regido do promotor (Pt)
mesmo na auséncia do indutor Hg deformando a regido, de modo que se
estabelece um estado estavel de néo transcricdo (Ansari et al., 1991; Ansari et
al., 1995).

O paragrafo acima descreve um mecanismo classico de controle em
bactérias, a regulacdo negativa, onde uma proteina repressora se liga ao
operador, impedindo que a RNA polimerase inicie a transcri¢cdo, e, portanto a
expressao génica é inativada. O mercurio ibnico quando presente, se liga ao
dominio C-terminal da MerR com alta especificidade (Summers, 1992),
provocando uma alteracdo alostérica na proteina que esta ligada ao DNA da
regido do operador, conduzindo a relaxamento na regiao do DNA do operador
liberando o acesso da RNA polimerase. Como resultado ocorre o alinhamento
e a transcricdo dos genes estruturais do operon mer (Brow et al., 2003). Nesse
caso 0 mercurio atua como um indutor, de modo que a transcri¢éo é estimulada

assim que o indutor é reconhecido dentro da célula.
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Além do gene regulador merR existe ainda o gene merD que € uma
fase de leitura aberta (ORF), rica em cisteina encontrada a jusante do merA
(Brown et al., 1986). Seu produto, a proteina MerD possui uma regido N-
terminal similar a MerR, no entanto ao contrario da MerR ela é traduzida em
quantidades muito pequenas (Lee et al., 1989). Delecbes desse gene
demonstraram néao ter qualquer efeito sobre o fenétipo resistente ao mercurio
(Nucifora et al, 1990). In Vitro, foi demonstrado que MerD forma um complexo
ternario com MerOP e MerR, de modo a deslocar MerR-Hg do operador,
permitindo a sintese de MerR livre de Hg, o qual desliga a inducdo dos genes
do operon mer (Champier et al., 2004). Essa proteina antagonista de MerR
parece ser importante para desligar a transcricdo do operon mer quando a
concentracdo celular de mercurio estiver muito baixa. Ja que, devido a alta
afinidade de MerR ao Hg, a repressao do operon nédo € rapida o suficiente .

Em bactérias Gram-negativas, uma MerP (proteina mercurio
periplasmatica) utiliza dois residuos de cisteina para deslocar Hg(ll) até o
contato com os residuos proximais de cisteina da MerT (proteina da membrana
interna) (Figura 2). Esse residuo de cisteina esta localizado na primeira hélice
transmembrana. Apds esse passo, 0 Hg interage com o par distal de cisteina
da MerT e é transportado através da membrana até o citosol da célula, onde
sofrerd a reducéo pela acdo da mercurio redutase (MerA) (Brown et al., 2002).
Neste contexto, o papel das cisteinas nas proteinas Mer é crucial, jA que o
sistema de importagdo de mercurio, da regido extracelular para o interior da

célula ocorre ao longo de uma cascata de pares de cisteina de diferentes
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proteinas até o sitio ativo da mercurio redutase, localizada no citoplasma
(Silver & Hobman, 2007).

A mercurio redutase (MerA) é uma oxidoredutase flavina disulfideo
(~120 KDa), que atua como um dimero e é constituida por trés dominios. A
estrutura tridimensional da enzima indica que o sitio ativo € formado pela
interacdo do dominio central de uma subunidade, com o dominio C-terminal da
outra (Schiering et al., 1991, citado por Barkay & Wagner-Dobler, 2005). O
dominio central, descrito como um grupo de oxidoredutase piridina nucleotideo
disulfideo, é o local onde ocorre a catalise e transferéncia de dois elétrons de
NADPH através de FAD para Hg (Il). Neste local, existe um par de cisteinas
redox ativas que perfaz a reacdo de transferéncia de carga. Um dominio C-
terminal, encontrado exclusivamente na enzima mercurio redutase, € ndo em
outras oxidoredutases, em conjunto com o dominio central, constituem o nucleo
da enzima MerA (Engst & Miller, 1999). Por fim, existe um dominio N-terminal
que tem a funcéo de dirigir o Hg (Il) até o sitio ativo da MerA. Esse dominio é
essencial em células com baixas concentracfes de agentes sulfidricos, onde a

oferta de Hg (Il) tiolado pode ser limitada (Barkay & Wagner-Dobler, 2005).
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FIGURA 2. Modelo de resisténcia do operon mer tipico de bactérias Gram-negativas. O
simbolo ( e ) indica residuos de cisteinas. O X refere-se a um solvente nucleofilico genérico.
RSH é um grupo thiol de baixo peso molecular como a glutationa. Genes ou proteinas entre
parénteses indicam que ndo ocorre em todos os exemplos de operon mer (Adaptado de Barkay
et al., 2003).

A organomercurio liase (MerB) é uma enzima monomérica de 22,4
kDa codificada pelo gene merB. Essa enzima catalisa a clivagem das formas

organomercurias como o metilmercario e fenilmercario (Begley & Eaclick,
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2004). Trés cisteinas sdo conservadas na MerB, a Cys 96, Cys 117 e Cys 159,
sendo a Cys 96 e Cys 159 necessarias para a plena atividade in vitro (Pitts e
Summers, 2002; Benison et al., 2004). Quatro passos sdo necessarios para a
clivagem e liberacdo de Hg?* dos organomercuriais. Inicialmente, a Cys 159
forma um tiol covalente com o organomercurio, em seguida o organomeércurio
se liga também a Cys 96, que libera os prétons necessarios para a quebra da
ligacdo C-Hg. Nessa reacao ocorre a formacao dos compostos metano a partir
da quebra de metilmercurio e benzeno a partir de fenilmercario. O Hg entéo é
liberado pelas Cys 96 e 159 na forma de Hg?* e é transferido por meio de tiéis
soluveis ou talvez diretamente ao dominio C-terminal da mercuaruio redutase,

onde é transformado em Hg® (Benison et al., 2004;. Barkay et al., 2003).

2.7 Mecanismos de resisténcia microbiana aos metais

2.7.1 Biofilmes

Biofilmes sdo aglomerados de células microbianas ligadas a uma
superficie. Eles ocorrem em quase todos os ambientes umidos onde ocorre
fluxo de nutrientes, micro-organismos e uma superficie de ligacdo (Stewart &
Franklin, 2008). O biofiime pode existir a partir de comunidades de uma
espécie, ou ainda como associacdo de comunidades heterogéneas contendo
fungos, bactérias, algas e protozoarios (Sutherland, 2001). Ele pode ser
definido como um conjunto de micro-organismos envolvidos numa matriz que
consiste de uma mistura de compostos poliméricos, principalmente
polissacarideos conhecida como substancia polimérica extracelular (EPS)

(Abee et al., 2011). Além de polissacarideos, os biofilmes contém proteinas,
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acidos nucleicos, lipideos, metabdlitos secretados, produto de lise celular,
substancias humicas e particulas do proprio ambiente circundante (Flemming,
1997; Flemming & Wingender, 2010). A composi¢ao e quantidade de EPS pode
variar dependendo do micro-organismo, idade do biofiime e das condicdes
ambientais (llyina et al., 2004).

O crescimento do biofilme é resultado de um processo complexo que
envolve o transporte de moléculas organicas e inorganicas e células
microbianas para a superficie, para subsequente adsorcdo e finalmente a
ligacdo irreversivel auxiliada pela producdo de EPS (Beech, 2004). Devido a
sua complexidade, a formacéo de biofilmes é regulada em diferentes estagios
por diversos mecanismos (Ruiz et al., 2008; Waters & Bassler, 2005). O
mecanismo regulatério mais estudado para o controle da producéo de EPS, a
formacdo de biofilme e diferenciacéo, € a regulacdo do quorum sensing (QS)
(Ruiz et al., 2008; Lazar, 2011). O QS permite a comunicacdo entre células
bacterianas e regula a expressdo de genes especificos em resposta a
alteracdes na densidade populacional (Rivas et al., 2005; Valenzuela, 2006).
Em geral, o processo de QS envolve a producéo, liberacdo e deteccdo de
moléculas quimicas sinalizadoras, que permitem as células microbianas
regularem a expressdo de genes numa densidade celular dependente
(Hooshangi & Bentley, 2008). A uma dada densidade populacional, os genes
envolvidos na diferenciagdo e maturacao do biofilme séo ativados (Waters &
Bassler, 2005).

Os biofilmes desempenham papel importante na ciclagem dos

minerais do ambiente (Brown et al.,, 1999) e na sobrevivéncia dos micro-
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organismos na presenca de elevadas concentracbes de agentes
antimicrobianos, inclusive metais (Sarkar & Chakaborty, 2008). Um isolado de
Pseudomonas aeruginosa foi 600 vezes mais resistente a metais pesados em
biofilme, quando comparada a células plancténicas (Teitzel & Parsek, 2003).
Véarios fatores como, heterogeneidade metabdlica, restricdo de oxigénio,
mudancas fisioldgicas e expressdo de genes regulados pelo quorum-sensing
podem desempenhar papel importante na tolerancia aos metais em biofilmes
bacterianos (Taga & Bassler, 2003; Von Bodman et al., 2003).

Szomolay et al., (2005) propuseram que a penetracdo limitada de
agentes antimicrobianos dentro do biofilme, resulta em baixos niveis de
exposicao das células localizadas nas regidées mais profundas, permitindo que
essas células entrem num estado de fisiologia adaptada e resistente ao
antimicrobiano. E, portanto esperado que 0s micro-organismos tenham a
habilidade de adaptar sua fisiologia para sobreviver a exposicdo de metais
toxicos. No entanto, a resposta molecular dos micro-organismos em biofilme
expostos a esse tipo de estresse ainda nao foi relatada (Sarkar & Chakaborty,
2008). Varios laboratérios estdo utilizando tecnologia de transcriptbmica e
protedmica para elucidar os mecanismos moleculares que fundamentam a
resposta dos biofilmes microbianos a toxicidade dos metais. Esse tipo de
resposta pode ser visto como um processo de diversificacdo fenotipica
dependente da concentracdo de espécies metalicas (Harrison et al., 2007). E
interessante notar que as ceélulas do biofiilme de Candida tropicalis que
sobrevivem a exposicdo ao Co, Se ou outros antifungicos parecem estar

aleatoriamente intercaladas na populacdo. Esses estudos indicam que, embora
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exista dificuldade de penetracdo de agentes antimicrobianos por biossorcéo
sendo um componente importante na suscetibilidade a estressores toxicos,
esse nao é o Uunico mecanismo de resisténcia (Harrison, 2006; Harrison et al.,
2007).

Biofimes microbianos produzem células persistentes do tipo
resistentes a multidrogas, com frequéncia maior que a descrita para
populacdes de células planctonicas (Jahid & Ha, 2012). Representando cerca
de 0,1 a 10% da populacdo do biofilme, esta subpopulacdo de células
especializadas, também sdo conhecidas por mediar tolerancia aos metais
(Harrison et al., 2005a; Harrison et al., 2005b).

Variantes fenotipicos, diversidade celular, mudancas fisiologicas,
producdo aumentada de polissacarideos, producdo de células persistentes,
precipitacdo e imobilizacdo dos metais podem explicar a resisténcia dos

biofilmes microbianos aos metais (Harrison et al., 2007).

2.7.2 Sideroforos

A producdo de sideroforos é a estratégia mais comum para
acumulacédo de ferro em micro-organismos. Os sideréforos sdo moléculas de
baixo peso molecular (500-1500 daltons), que possuem alta afinidade e
seletividade para o ferro Ill. Existem cerca de 500 compostos, com distintas
estruturas, identificados como sideréforos (Hider & Kong, 2010), no entanto, a

natureza dos grupos funcionais nao difere muito entre eles (Krewulak & Voguel,

2007).
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O papel destes compostos € captar o ferro do ambiente, para torna-
lo disponivel a célula microbiana (Winkelmann, 1987; Winkelmann, 1991). Apos
ser secretado para o meio extracelular, o sideréforo forma um complexo Fe3*-
sideroforo que é transportado ao interior da célula para a disponibilizacdo do
metal ao micro-organismo (Dobbelaere et al.,, 2003). A biossintese de
sideroforos é regulada em funcédo dos niveis de ferro do meio, de modo que
guando os niveis de ferro sdo superiores aos necessarios para a célula, ocorre
repressdo dos genes relacionados a captacao de ferro e inducéo sob limitacdo
de ferro (Lee & Helmann, 2007).

Complexos estaveis entre sider6foros e outros cations metalicos
diferentes do ferro também séo formados (Neubauer et al., 2000). Braud et al.,
(2009a,b) avaliaram 16 metais (Ag*, A** Cd**, Co**, Cr**, cu®", Eu®", Ga*,
Hg**, Mn2+, Ni**, Pb?*, Sn**, Tb*, TI" and zn**) e comprovaram que os dois
sideré6foros mais produzidos por Pseudomonas aeruginosa (pioverdina e
piochelina) sdo aptos a quelar todos estes metais. No entanto, quando
avaliaram a producdo de pioverdina, na presenca de ferro e outros metais
simultaneamente houve claramente a preferéncia de ligacdo deste sideréforo
ao ferro (Braud et al., 2009b).

Outros cétions metalicos diferentes do ferro sdo habeis a estimular
ou inibir a producdo de sideroforos em inumeras bactérias (Duhme et al.,
1998). Possivelmente, a estimulagdo na producdo de siderdforos por outros
metais ocorra devido a diminui¢cdo da quantidade de sideréforos livres no meio,
ja que grande parte esta complexada com os metais. O decréscimo na

concentracdo dos sideroforos pode ser suficiente para ativar a secrecdo de
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novas moléculas ao meio (Braud et al., 2009b). A producdo de sideroforos
induzida por metais toéxicos sugere que estes quelantes, podem exercer um
papel importante na tolerancia das bactérias aos metais pesados (Li et al.,
1997). O complexo metal/sider6foro gerado no meio extracelular reduz a
concentracdo de metais livres, e afeta a difusdo destes para dentro da célula (a
massa molecular metal/sideréforo ndo difunde via porinas). Assim, a
concentracdo intracelular de metais toxicos se mantém baixa e
consequentemente a tolerancia microbiana ao metal aumenta (Schalk et al.,

2011).

2.7.3 Biossorcao e Bioacumulacéao

Entre os mecanismos de resisténcia aos metais postulados por Bruin
et al., 2000 pode-se destacar o sequestro extracelular (biossorcdo) e
intracelular (bioacumulacdo) de metais. Chojnacka (2010) define como
biossorcdo um processo fisico-quimico de ligagcdo de um poluente a superficie
celular, independente de metabolismo, enquanto que a bioacumulacdo € um
processo ativo e o poluente se acumula no interior da célula.

A biossorcdo apesar de ser um processo passivo abrange uma
variedade de interacdes do metal com grupos funcionais da célula bacteriana,
podendo ser um processo altamente complexo mecanicamente (Gaad, 2009).
A ligacdo de metais a superficie celular dos micro-organismos € um fenémeno
de adsorcao que ocorre por interacdes eletrostaticas entre o cation metalico e a

superficie carregada negativamente da célula microbiana. Desta forma, a
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capacidade de adsorcdo vai depender diretamente das caracteristicas do
revestimento celular de cada espécie bacteriana.

Em células bacterianas Gram-positivas, 0 peptideoglicano e o0s
acidos teicdicos constituem grupos funcionais quando deprotonados, para
ligacdo eficiente aos metais (Beveridge, 1999). O peptideoglicano consiste dos
acucares N-acetilglucosamina e acido N-acetiimuramico (NAG, NAM), com
cadeia peptidica lateral ligada ao NAM, essa cadeia possui quatro grupos de
aminoacidos com &cido D-glutamico e mesodiaminopimélico (DAP) contendo
dois grupos carboxilicos para a adsor¢cdo do metal. Os grupos fosforilados dos
acidos teicéicos também representam uma regido de adsorcédo de metais (Araki
& Ito, 1989).

Paredes celulares de bactérias Gram-negativas exibem menor
guantidade de peptideoglicano e ndo possuem acidos teicéicos. No entanto,
possuem uma membrana externa complexa com fosfolipideos, lipoproteinas,
lipopolissacarideos e varias proteinas. Os fosfolipidos da membrana externa
possuem grupos fosforilados no mesmo ambiente que do acido teicdico,
podendo esses também ser uma regido de adsorcdo nesse tipo de células
(Beveridge & Murray, 1980; Graham & Beveridge, 1994). Beveridge (1989) e
Fomina & Gaad, 2014 sugerem que um componente significativo do metal
adsorvido em células de bactérias Gram-negativas é a ligacdo aos grupos
fosforila da membrana externa e estruturas associadas, como os fosfolipideos

e os lipolissacarideos, enquanto que o peptideoglicano estaria menos

associado a adsorcédo nesse tipo de bactérias.
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A bioacamulacdo € um processo onde 0s ions metalicos sao
transportados e acumulados dentro do citoplasma bacteriano, sendo
caracteristica comum em bactérias que possuem sistemas de
desintoxicacao intracelular como metaloproteinas (Keasling & Huppf, 1996;
Silver, 1996).

As metalotioneinas (MTs) sdo uma familia de metaloproteinas de
baixo peso molecular (6-7 kDA) encontradas em animais, micro-organismos
eucariotos e procariotos e em plantas. Devido a abundancia de residuos de
cisteina encontrados nessas proteinas e a facilidade com que os metais se
ligam a essas estruturas, elas sdo conhecidas como ligantes de metais (Kagi,
1993). MTs sdo geralmente consideradas como sendo responsaveis pela
desintoxicacdo de metais pesados e sdo essenciais para o metabolismo de
metais em eucariotos. Comparado com biossorventes convencionais, MTs tém
grande afinidade de ligacdo com varios tipos de metais pesados (Kapoor &
Viraraghavan,1995). fons metéalicos como Zn (11), Cd (I1), Hg (1), Cu (1), Ag (1), e
Au () sdo ligados com enxofre nos grupos sulfidrila das cisteinas (Vasak,
2005). Essas metaloproteinas tém sua sintese induzida por ions metalicos
como Cd, Hg e Ag (Richards et al., 1984), desempenhando papel importante na
bioacumulacao e imobilizacdo de metais toxicos (Blindauer et al., 2002; Liu et

al., 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta tese estdo apresentados sob a forma de trés
artigos cientificos. Os referidos artigos estdo apresentados nas secfes 3.1, 3.2
e 3.3 e identificados como Resultados I, Resultados Il e Resultados lIl.

No primeiro artigo (secao 3.1) foi demonstrado pela primeira vez a
viabilidade da utilizacdo de glicerol residual como fonte de carbono para a
remogao biolégica de Hg. Tem como titulo “Biorremocdo de mercurio por
bactérias usando glicerol residual como fonte de carbono” e foi submetido para
publicacdo no periddico Water, Air & Soil Pollution em outubro de 2014.

O segundo artigo (secdo 3.2), “Biorremocdo de metais e
mecanismos relacionados a resisténcia de Pseudomonas sp. B50D”, trata da
pesquisa de bactérias potencias para a biorremocdo de mercurio e outros
metais para remediacdo de ambientes com contaminacdes complexas e
explora os distintos mecanismos de resisténcia aos metais do isolado
Pseudomonas sp. B50D.

O terceiro artigo (secdo 3.3) versa sobre a remocéao de mercurio de
efluentes industriais contaminados com mercurio e co-contaminados com
outros metais e € intitulado: “Remocéo de mercurio de efluente industrial por

Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V17,
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3.1 RESULTADOS |

Biorremocao de mercurio por bactérias usando glicerol residual como
fonte de carbono

Resumo

Bactérias que possuem operon mer sao capazes de reduzir
enzimaticamente o mercurio (ll) para a forma volatil e menos toxica de mercurio
Hg (0) sendo uma alternativa potencial aos métodos convencionais para a
remocdo de mercurio de efluentes contaminados. Devido ao baixo teor de
matéria organica dos efluentes industriais a técnica de bioaumentacdo pode
nao ser efetiva necessitando de adicdo de fontes externas de carbono. Este
déficit de carbono pode ser suprido pela adicdo de glicerol residual da industria
de biodiesel, ja que se trata de uma fonte de carbono facilmente assimilavel.
Neste trabalho foi demonstrado pela primeira vez a viabilidade da utilizacao de
glicerol residual como fonte de carbono para a remocao biolégica de Hg. Oito
isolados foram capazes de remover mercario e degradar o glicerol em meio
mineral e glicerol residual. Os melhores resultados para remoc¢ao de Hg e
degradacdo do glicerol foram obtidos utilizando os isolados Serratia
marcescens M25C (85 e 100%), Klebsiella pneumoniae PLB (90 e 100%),
Klebsiella oxytoca U14 (90 e 100%) e Arthrobacter sp. U3 (80 e 65%) em meio

contendo 0,5 g L™ de extrato de levedura. Comum em solos, o isolado
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Arthrobacter sp. U3 é um candidato promissor para aplicacdo no
ambiente devido a sua baixa patogenicidade, alta taxa de remocédo do Hg e

degradacéao do glicerol.

Introducéo

O mercurio (Hg) ocorre naturalmente no ambiente em diferentes
espécies quimicas com solubilidade, reatividade e toxicidade distintas,
causando diferentes impactos no ecossistema e na saude do homem (UNEP).
O mercurio € emitido para o ambiente por inUmeras fontes naturais e
antropogénicas, por meio de combinacbes complexas, envolvendo reacgdes
quimicas, fisicas e biolégicas (Maxson 2005; Driscol et al. 2013). As fontes
antrépicas mais frequentes de mercario sdo as industrias petroquimicas,
eletrdnicas, equipamentos de medicao, tintas e cloro-soda, além da utilizagdo
na extracdo de ouro e como amalgamas dentarias (Li et al. 2009; Pirrone et al.
2010).

Apesar de o mercurio ser toxico, tanto para células eucarioticas
quanto para procariéticas, alguns micro-organismos possuem mecanismos de
resisténcia a esse metal. Entre eles podem-se destacar bombas de efluxo
(Waldron et al. 2009), quelacdo por polimeros enzimaticos, precipitacédo,
biometiliacdo (Boening 2000) e reducdo enzimética; relacionada ao operon mer
(Ma et al. 2009). Bactérias que possuem operon mer sdo capazes de reduzir
enzimaticamente o Hg (Il) para a forma volatil e menos toéxica de mercurio Hg
(0O) (Nies 1999; Barkay et al. 2003; Barkay & Wagner-Ddbler, 2005; Zhang &

Wang, 2006; Dash & Das, 2012). O gene (merA) é parte de um operon que

compreende genes regulatérios e outros que codificam proteinas de transporte
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(Summers 1992; Narita 2003; Dash & Das 2012). Em geral, muitos isolados
resistentes ao mercurio possuem 0s genes merR, merP e merA que codificam
proteinas com funcdo reguladora, de transporte e ligacdo extracelular e a
mercurio redutase, respectivamente (Silver & Hobman 2007). Essa resposta
adaptativa dos micro-organismos ao Hg representa um recurso para
remediacdo de areas contaminadas por esse metal e especialmente o género
Pseudomonas tem sido bastante explorado para potencial uso em ambientes
contaminados (Wagner-Dobler 2003; Barkay and Wagner-Dobler 2005;
Mortazavi et al. 2005; Pepi et al. 2010, Cabral et al. 2013).

A remediacdo de ambientes contaminados com cations metalicos
téxicos tem empregado convencionalmente, técnicas fisico-quimicas que
incluem precipitacdo, filtracdo e recuperacdo eletroquimica. Assim como,
separacdo por membrana, escavacdo, depodsito de residuos em aterros
sanitarios ou ainda recobrimento do sitio contaminado. Essas técnicas séo
pouco eficazes, tem custo elevado e geralmente produzem residuos adicionais
com maior potencial de contaminagcdo (Camargo et al. 2007; Naja & Volesky
2010).

O biodiesel tem potencial para ser o substituto natural do diesel.
Neste sentido, o glicerol é o principal subproduto, sendo que para a sintese de
10 Kg de biodiesel, se produz 1 Kg de glicerol residual (Dasary et al. 2005;
Johnson & Taconi 2007; Zeng & Sabra 2011). A glicerina derivada da producéo
do biodiesel possui baixo valor agregado, pois contém residuos de hidroxido de
sédio, acidos graxos livres, metanol, sais de acidos graxos, ésteres, compostos

de enxofre, proteinas e minerais associados (Thonpson & He 2006). Como
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consequéncia, tornou-se um residuo que demanda de custos para descarte
(Yazdani & Gonzales, 2007; Escapa et al. 2009). Contudo, o glicerol residual &
considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por
bactérias, sob condicbes aerdbias e anaerbbias, para a obtencdo de energia
para 0s processos metabdlicos (Silva et al. 2009). No que diz respeito ao
tratamento de efluentes, tem sido estudada a utilizacdo de glicerol residual
como fonte de carbono para os processos biolégicos de denitrificacdo e
remocao de fésforo (Bodik et al. 2009; Yuan et al. 2010; Tora et al. 2011,
Guerrero et al. 2012) visando diminuir o custo do tratamento desses efluentes.

Embora as pesquisas na area de biorremediacdo de efluentes
contaminados por mercurio estejam em expansao, tecnologias que visam rotas
metabdlicas distintas e utilizacdo de fontes alternativas de carbono (glicerol
residual) para o desenvolvimento e aplicacdo de microrganismos na
biotransformacdo desse metal, ainda ndo foram estudadas. Desta forma, o
estudo de métodos que agregam eficiéncia de remocdo e baixo custo de
aplicacdo pode expandir efetivamente a tecnologia de biorremediacdo para
larga escala.

Para avaliar esta contribuicdo, este estudo teve por objetivo analisar
0 crescimento e a capacidade de remocao de Hg (1) de oito bactérias em meio
de cultivo LB e a viabilidade de remoc¢ao do Hg com glicerol residual como
fonte de carbono, estimar a degradacdo do glicerol residual pelos
microrganismos, identificar a presenca dos genes merA nos isolados Gram-
negativos por PCR e determinar a concentracao inibitoria e biocida do Hg (Il)

sobre os isolados.
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Material e Métodos

Glicerol Residual

O glicerol residual utlizadado neste estudo foi produzido a partir da
transesterificacdo meilica do 6leo de soja para producdo de biodiesel. O
mesmo foi desenvolvido no CECON - Centro de combustiveis,

Biocombustiveis, Lubrificantes e 6leos do Intituto de quimica da UFRGS.

Micro-organismos

As bactérias avaliadas neste estudo foram previamente isoladas
pela técnica de enriquecimento, de residuos e efluentes industriais
contaminados com metais

Trinta e cinco isolados resistentes ao Hg foram avaliados quanto ao
crescimento em glicerol como Unica fonte de carbono (Tabela 1). Foi utilizado o
método indireto de turbimetria, analisando a densidade 6ptica a 600 nm em
meio de cultura MM1 Richard & Vogel” (KCI 0,7 g L™, KH,PO4 2 g L™, Na,HPO,
3g L% NHsNO3; 1 gL™ MgSO4 4 mg L?, FeSO, 0,2 mg L™, MnCl, 0,2 mg L,
CaCl, 0,2 mg L™, acrescido de HgCl, (10 pM) e 10 g L™ de glicerol comercial
(99%). Ap6s 48 h de incubacdo a 30+2 °Ca densidade Optica a 600 nm foi
verificada e os isolados que apresentaram crescimento celular (B50A, CP1.0,
M50C, M25C, PLA, PLB, U3 e U14) foram selecionados para os demais

experimentos.
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Tabela 1. Isolados bacterianos e identificacdo genética baseada no

sequenciamento parcial da regiao 16S do rRNA.

indice de Similaredade Genética

Isolado Espécie (%)
A25B Enterobacter sp. 100
B50A Pseudomonas sp. 99
B50D Pseudomonas sp. 99
C50B Pseudomonas putida 100
CP1.0 Bacillus cereus 100
M25B Enterobacter sp. 100
M25C Serratia marcescens 100
M50C Proteus mirabillis 100

PLA Citrobacter freundii 98
PLB Klebsiella pneumoniae 99
ul N&o identificada -
U2 Comamonas testosteroni 99
U3 Arthrobacter sp. 98
U4 N&o identificada -
U5 N&o identificada -
U6 Alcaligenes faecalis 99
u7 N&o identificada -
us N&o identificada -
U9 Arthrobacter sp. 99

U10 N&o identificada -

o Pt o
Uiz Alcaligenes faecalis 100
ui3 Lysinibacillus sp. 86
ul4 Klebsiella oxytoca 99
u20 Enterococcus faecalis 99
UA Bacillus thuringiensis 99
V1 Pseudomonas putida 100
P16 Lysinibacillus sp. 95
P17 Bacillus thuringiensis 95
P18 Paennibacillus sp. 99
P19 Bacillus sp. 100
13L Paenibacillus sp. 100
BC Lysinibacillus sp. 95
BD N&o identificada -

UA Bacillus thuringiensis 99
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Identificacdo dos isolados

Para a extracdo de DNA cromossomal, colbnias isoladas foram
incubadas em meio de cultura Luria Bertani por 24 horas a 30°C, para
posteriormente passarem pelo processo de extracdo de DNA. O DNA foi
extraido utilizando-se o Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System
(Promega), conforme protocolo do fabricante.

Os isolados foram identificados com base no sequenciamento
parcial da regido 16S do rRNA. Os oligonucleotideos iniciadores universais
utilizados para bactérias foram o 27F (5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3’) e
1492R (5’- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’), para a amplificacdo da regido
16S do RNA ribossomal em PCR. A reacdo de amplificacdo seguiu o protocolo:
tampéo de reacdo (50 mM Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM KCI, 2,5 % Triton X 100),
dNTPS (200 uM de cada), 0,2 uM MgCl,, 0,25 uM de cada primer, 0,8ng/ul de
DNA das amostras e 0,02 U de Taq DNA polimerase. A amplificacao foi
realizada em termociclador MJ Research Inc. Watertown, MA, USA, e o
programa béasico constou de 35 ciclos (desnaturacédo inicial 95°C por 5 min;
desnaturacdo subsequente, 95°C por 30s; anelamento, 50°C por 1 min;
extensdo, 72°C por um min e extensao final por 5 min).

Os produtos de PCR foram purificados pelo método padrdo de
precipitagdo com PEG 8000 (polietilinoglicol). As reacbes de sequenciamento
dos fragmentos de PCR utilizaram os kits de terminadores marcados da GE
Healthcare com oligonucleotideo iniciadores. As sequéncias geradas foram

comparadas com as sequencias no banco de dados Genbank/NCBI.
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Deteccédo dos genes merA

Para a deteccdo dos genes merA DNA de todos os isolados foi
extraido como descrito anteriormente. A reacdo de PCR foi realizada usando
os oligotideos iniciadores para merA A1 F (ACC ATC GGC GGC ACC TGC
GT) e A5 R (ACC ATC GTC AGG TAG GGG AAC) (Liebert et al. 1997) (1238
pb). A reacdo continha 5 pL de 10x de tampéo, 1.5 yL de 25 mM MgCl,, 1 uL
de 10 mM dNTPs, 0.02 U de Taq DNA polimerase, 0.5 pL de 20 pmol pL™ de
oligonucleotideos iniciadores (forward e reverse) e 16.75 uL de agua ultrapura.
Foram utlizadas as seguintes condi¢cdes para amplificacdo dos genes merA:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min, seguida de 29 ciclos a 95 °C por 1 min,
64 °C por 2 min, e 90 °C por 3 min e uma extensao final de 5 min a 72 °C. Cada
reacdo de PCR incluiu um controle negativo que foi preparado em condicGes
idénticas, tal como descrito acima, exceto quanto a adicdo de DNA. As reacdes
foram corridas em GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA). Os
produtos das reacdes de PCR foram separados em gel de agarose a 1%
(Fisher Scientific, MA) e observadas em transiluminador através da radiacao

emitida com radiacao ultravioleta.

Preparo de células para os ensaios

Os in6culos dos ensaios nos diferentes meios de cultivo foram
padronizados como descrito a seguir.

Ensaios em meio de cultura LB: cada isolado resistente ao mercurio
foi inoculado em meio LB (triptona bacteriolégica 10 g L™, extrato de levedura 5

gL? NaCl10 g L™ pH 6,7, contendo Hg (10 pM) na forma de HgCl, incubado
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por 24 h a 30 £2 ° C sob agitacao de 100 rpm. Os in6culos foram padronizados
em 10’ UFC mL™ iniciais pela turbimetria, analisando a densidade éptica a 600
nm (0,05-0,45) e a correspondente quantidade de UFC mL* em placas.
Frascos com meio de cultura ndo inoculado serviram como controle negativo.
Ensaios com meio de cultura minimo mineral MM1 e glicerol
residual: cada isolado resistente ao mercurio foi inoculado em meio MM1 (KCI
0,7 gL, KH,PO4 2 g L™, Na,HPO, 3 g L™, NHsNO3 1 g L™, MgSO,4 4 mg LY,
FeS0O, 0,2 mgL™*, MnCl, 0,2 mg L™, CaCl, 0,2 mg L™ (pH 6,7, contendo Hg (10
uM) na forma de HgCl. e glicerol residual (10 g L™*) incubado por 48 h a 30 +2 °
C sob agitacdo de 100 rpm. Os inéculos foram padronizados em 10’ UFC mL™
iniciais por turbimetria, analisando a densidade Optica a 600 nm e a
correspondente quantidade de UFC mL™ em placas. Frascos com meio de

cultura ndo inoculado serviram como controle negativo.

Concentracdo minima inibitoria (CMI)

Todos os isolados foram avaliados quanto a concentracdo inibitoria
minima em meio de cultura LB contendo mercurio em diferentes concentracdes
na forma de HgClI,, os isolados foram incubados por 48h horas a 30+£2°C sob
agitacdo de 100 rpm. O crescimento foi avaliado visualmente pela turvacdo do
meio. A concentracdo de mercurio capaz de interromper o0 crescimento
microbiano (meio sem turvacdo) foi considerada a concentracdo inibitoria

minima deste metal, em relacdo ao microrganismo avaliado.



48

Concentracdo Minima Biocida (CMB)

Os isolados foram testados quanto a concentracdo minima biocida
de mercurio em placas de poliestireno de 96 orificios em meio LB contendo
mercurio na forma de HgCl, nas concentracdes: 125 a 1500 uM, incubados por
48 horas a 30£2°C sob agitacdo de 100 rpm. Apds 48 h de incubagao, 25 L da
cultura foi inoculada em placas de Petri contendo meio Agar nutriente. A
concentracdo biocida foi verificada apdés o periodo de 72 h de incubacédo a

30£2°C, pela presenca ou auséncia de crescimento microbiano nas placas.

Remocdao de mercurio pelos isolados em meio de cultura LB

O ensaio foi realizado conforme Kannan & Krishnnoorthy (2006).
Aproximadamente 10° UFC mL™? foram inoculados em meio LB contendo 10
UM de HgCl, e incubados a 30°C for 24 h. Apds a incubacao de 24 h, amostras
foram retiradas para determinacdo de pH, biomassa (DO 600 nm) e mercurio
remanescente. Como controle negativo foi utlizado meio de cultura LB
contendo mercurio, sem inoculacdo. Como controle positivo foi utlizado meio de

cultura LB inoculado com as bactérias sem metal.

Remocao de mercurio pelos isolados bacterianos utilizando
uma fonte alternativa de carbono (glicerol residual)

Foi realizada a avaliacdo da capacidade de remog¢éo do mercurio em
meio minimo mineral MM1 contendo 10 uM de mercurio na forma de HgCl, 10
g L™ de glicerol residual acrescido de 0,5 g L™ de extrato de levedura como

fonte de nitrogénio. A concentrac&o inicial de células inoculadas foi de 10’ UFC
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ml* e o cultivo incubado por 24, 48 e 72 horas a 30 a 100 rpm. Apds 0s
periodos de incubacao, foram retiradas aliquotas de amostras para a analise
de mercurio e glicerol remanescentes, pH e densidade 6ptica a 600 nm. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura MM1 contendo 10 pM de
mercurio na forma de HgCl,, 10 g L™ de glicerol residual acrescido de 0,5 g L™
extrato de levedura nédo inoculado.

A técnica descrita anteriormente, também foi realizada em tratamento
sem a adicdo de extrato de levedura. A concentracdo inicial de células
inoculadas foi de 10’ UFC mL™ e o cultivo incubado por 24, 48, 72, 96, 120 e
144 horas a 30°C a 100 rpm. Apos os periodos de incubacéo, foram retiradas
aliquotas de amostras para a analise de mercurio e glicerol remanescentes, pH
e densidade optica a 600 nm. Como controle negativo foi utilizado meio de
cultura MM1 contendo 10 pM de mercurio na forma de HgCl, e 10 g L™ de

glicerol residual néo inoculado.

Determinacao analitica do mercdario

A concentracdo de mercurio remanescente no meio de cultura
inoculado e nao inoculado foi digerido e determinado conforme metodologia
EPA método 7471B.Uma aliqguota de 0,1 mL foi coletada dos diferentes
tratamentos e digerida com a adigdo de 5 mL de &cido sulfdrico concentrado e
2 mL &cido nitrico concentrado. Entdo, 10 mL de KMnO, (70 g L™) foi
adicionado e a mistura submetida a temperatura de 121°C e 1,5 ATM por 15
min. Em seguida, adicionou-se 50 mL de 4gua deionizada e 6 mL de CINH,OH,

(100 g LY. Entdo o merctrio foi convertido a forma de Hg® pelo tratamento com
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uma solucdo de SnCl, (50 g L*%). O mercirio foi quantificado por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica por geracdo de vapor frio no
comprimento de onda 253,7 nm (Analyst 100, Perkin Elmer, Waltham, MA,

USA).

Andlises cromatograficas

Amostras das culturas dos diferentes tratamentos foram coletadas e
centrifugadas por 5 min a 10000 RPM. O sobrenadante foi retirado e filtrado
com membrana de celulose com poro de 0,22 um. A concentracdo de glicerol
no meio de cultura foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia num
equipamento Shimadzu Corp., Japan equipado com detector de indice de
refracdo RID-10A e coluna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm, Bio-Rad, USA). A
fase estacionaria constou de uma solucdo de H,SO,4 0,005 M a 0,8 mL min™. A
temperatura da coluna foi controlada a 65 °C e os padrbes utilizados foram

grau HPLC (grau de pureza >99,5).

Andlise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicate e as médias e
desvios-padrédo (N-1) calculados. Os resultados foram submetidos ao teste de

Scott-Knott (p<0,05 e p<0,01), utilizando o programa estatistico Systat 11.

Resultados e discussao
Trinta e cinco bactérias resistentes ao mercario previamente

bioprospectadas foram testadas quanto ao crescimento em meio de cultura
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contendo glicerol purificado como uUnica fonte de carbono. Destas, apenas 8
isolados tiveram crescimento em meio de cultivo MM1 com glicerol em 48 h de
incubacdo e foram selecionados para os demais experimentos (dados nao
mostrados).

De acordo com analise da regido 16S do rRNA os 8 isolados
bacterianos aptos a utilizar glicerol como fonte de carbono pertencem a
distintas espécies, sendo 6 bactérias Gram-negativas e 2 bactérias Gram-
positivas (tabela 2). Os géneros Pseudomonas, Serratia, Citrobacter, Klebsiella
e Bacillus sdo relatados como degradadores dessa fonte de carbono formando
subprodutos (Silva et al. 2009) enquanto que, as bactérias dos géneros
Proteus e Arthrobacter ndo foram relatadas em outros trabalhos como
degradadoras de glicerol residual (Figura 1).

Indmeros trabalhos tém mostrado que bactérias do género
Pseudomonas possuem alta resisténcia a diferentes formas de mercurio
(Fortunato & Crespo 2005; Chadhain et al. 2006; Zhang et al. 2012; Cabral et
al. 2013, Sone et al. 2013). As bactérias dos géneros Arthrobacter, Bacillus,
Citrobacter Klebsiella, Proteus, Serratia sdo mencionadas com menor
frequéncia na literatura, porém ja foram caracterizadas quanto a tolerancia ao
Hg (Griffin et al. 1985; Henriette et al. 1991; Ni, 2006; Zeroual et al. 2003,
Sarkhoh et al. 2010; Keramati et al. 2011; Chien et al. 2012; Dash et al. 2013,

Bafana et al. 2010).
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Tabela 2: Isolado, indice de similaridade genética baseada no
sequenciamento parcial da regido 16S do rRNA, numero de acesso e
nucleotideos sequenciados.

indice de similaridade Nucleotideos

Isolado Genética (%) Numero de Acesso (pb)
B50A Pseudomonas sp. (99%) KF312471.1 390
CP1.0 Bacillus cereus (100%) CP001407.1 615
M25C  Serratia marcescens (100%) GU22079 802
M50C Proteus mirabilis (100%) AM94275 410

PLA Citrobacter freundii (98%) AB548829 954
PLB  Klebsiella pneumoniae (99%) CP006659.1 450
u3 Artthrobacter sp.(98%) JQ082129.1 818
ul4 Klebsiella oxytoca (99%) CP003218.1 1406

Apoés 48 horas de incubacdo em meio LB suplementado com Hg nas
concentracbes de 0 a 1500 uM, foi observado alto nivel de resisténcia em
todos os isolados, mas com distintas capacidades de tolerancia (Tabela 3). Os
isolados avaliados apresentaram MIC entre 250 e 920 uM e MCB entre 550 e
1000 uM de Hg. As bactérias Klebsiella oxytoca U14, Pseudomonas sp. B50A
e Serratia marcescens M25C foram as mais resistentes sendo extintas em
1000 uM de Hg. Resultado semelhante foi obtido por Chatziefthimiou et al.
(2007), quando avaliaram microrganismos termdéfilos quimiolitotroficos de uma
fonte termal com altas concentracdes de Hg. Esses resultados indicam que a
eficiéncia do sistema de detoxificacdo de mercario pode ser distinta nos
diferentes microrganismos avaliados.

Todos os isolados avaliados removeram Hg do meio de cultura LB
(Tabela 3). Os isolados Citrobacter freundii PLA e Klebsiella pneumoniae PLB
foram os mais eficientes, e estatisticamente semelhantes na capacidade de
volatilizar o Hg, sendo que os percentuais de volatilizacdo apresentados por
esses microrganismos foram maiores que 90%. Os isolados Pseudomonas sp.

B50A, Bacillus cereus CP1.0, Proteus mirabilis M50C e Klebsiella oxytoca U14



53

foram capazes de remover aproximadamente 80% do mercurio presente no
meio de cultura. Sadhukham et al. (1997) avaliaram microrganismos resistentes
ao mercurio e obtiveram resultados semelhantes em relacdo a remocao de Hg
apos 24 horas de incubacdo. Nesse mesmo trabalho, foi verificado que a
capacidade de remocdo do Hg pelos microrganismos estava relacionada aos
seus valores de CIM, confirmando os achados de Ghosh et al. (1995).
Entretanto, neste estudo esta relagcdo ndo foi comprovada, pois os isolados
com mais altas CIM ndo foram os isolados mais eficientes em remover Hg. O
isolado Serratia marcescens M25C apesar de remover apenas 52% do Hg
apresentou uma das maiores CIM entre os isolados avaliados.

Os resultados sugerem que possivelmente a presenca de
metalotioneinas em alguns isolados, possa ter sido responsavel pelos altos
valores encontrados de CIM. Essas proteinas possuem residuos de cisteina e
metionina ricos em sulfidrilas, que complexam os metais, protegendo as células
da toxicidade desses elementos (Erb et al., 1995). No entanto, a presenca de
metalotioneinas nao foi avaliada neste estudo, para confirmar esta hipo6tese.
Além disso, é possivel que os genes do operon mer ndo foram induzidos
suficientemente pela baixa concentracdo de Hg no meio de cultivo dos ensaios,
ja que a atividade da enzima mercurio redutase € induzida e ndo constitutiva.

Outra hip6tese, € que 0s microrganismos analisados possuam diferentes

modos de resisténcia que ndo foram avaliados neste trabalho.
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Tabela 3: Isolado, CMI, concentracdo minima biocida de mercuario (CMB),
remocao de Hg (%) em meio de cultura Luria Bertani e biomassa (DO 600 nm)
apos 24 h de incubacéo a 30 °C.

Isolado Remogéo Hg Biomassa MCB MIC
) (DO 600 NM)  (UM)  (UM)
Pseudomonas sp. B50A 83,1+22hb 1,68 +£0,01 1000 920
Bacillus cereus CP1.0 776+251c 1,23+0,05 550 250
Serratia marcescens M25C 52,4 +2,35d 1,54+ 0,05 1000 800
Proteus mirabilis M50C 83,5+3,07b 1,63+0,11 870 750
Citrobacter freundii PLA 92,3+£251a 1,78+ 0,04 950 720
Klebsiella pneumoniae PLB 90,2+ 1,61 a 1,74+0,04 870 750
Arthrobacter sp.U3 35,1+5,05e 1,43+0,03 670 470
Klebsiella oxytoca U14 79,6 +161c 1,54+ 0,06 1000 820
Valores em colunas seguidos por diferentes letras indicam diferenca
significativa pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Os resultados da amplificacdo dos produtos da PCR para os genes
merA das oito bactérias avaliadas sdo apresentados na figura 1. A amplificacdo
dos genes merA dos isolados Pseudomonas sp. B50A e S. marcesens M25C
tiveram o fragmento amplificado do tamanho esperado. No entanto, para os
isolados P. mirabilis M50C, C. freundii PLA e K. pneumoniae PLB os amplicons
tiveram tamanhos menores que 1238 pb, possivelmente por variagcbes no
tamanho da sequéncia dos genes merA, o que pode estar relacionado a alta
diversidade dos genes merA (Ni et al. 2006; Oregard & Sorensen 2007). O
isolado K. pneumoniae PLB apresentou duas bandas extras na amplificacao,
demonstrando que o primer pode ter baixa especificidade (Felske et al. 2003).
Os isolados B. cereus CP1.0 e Arthrobacter sp.U3 sdo bactérias Gram-
positivas utilizadas como controle negativo na reacdo. Ja que 0s primers
utilizados s&o especificos para bactérias Gram-negativas, sendo que as
mesmas ndo foram amplificadas. O isolado K. oxytoca U114 foi negativo para

0S genes merA, mas considerando que o sistema mer é o0 modo mais comum
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de resisténcia bacteriana ao mercurio (Osborn et al. 1997; Barkay et al. 2003) é
possivel que o isolado possua os genes merA, porém devido a alta diversidade

dos mesmos outros primers deveriam ter sido testados.

2000 pb
1500 pb

Figura 1. Amplificacdo dos produtos da PCR referentes aos genes
merA . As linhas sao identificadas com o nome do isolado bacteriano. A letra M
se refere ao marcador de peso molecular.

Apenas os isolados Pseudomonas sp. B50A, P. mirabilis M50C e K.
pneumoniae PLB apresentaram crescimento em meio de cultivo contendo
glicerol residual como fonte de carbono sem adi¢cdo de extrato de levedura
(Figuras 2 A, B e C). Os trés isolados degradaram o glicerol e removeram Hg
do meio de cultivo, porém o crescimento bacteriano foi afetado negativamente
pelo meio de cultivo se comparado ao meio LB. Embora nessas condi¢des a
fase de laténcia tenha sido mais longa, o crescimento foi observado, o glicerol
degradado no decorrer do periodo de incubagdo, o que sugere que os 3
isolados foram tolerantes as impurezas do meio de cultivo provenientes do

glicerol residual. O glicerol residual contém substéncias associadas como o
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hidroxido de sédio e metanol que podem inibir o crescimento bacteriano
(Thonpson & He 2006).

A remocéo do Hg pelo isolado Pseudomonas sp. B50A foi de 80%
em apenas 24 h de incubacdo e chegou a 95% em 96 h, ndo dependendo de
altas taxas de crescimento populacional (Figura 1A). Outros autores (Vetriani et
al. 2005; Chatziefthimiou et al. 2007) também observaram que a remocao do
Hg Il precedia a alta concentracdo de células no meio de cultivo. J4 a
degradacdo do glicerol foi depende da populacdo bacteriana para os trés
isolados. Os mesmos entraram em fase estacionaria apés 72 h de incubacao
provavelmente devido a reducdo do pH do meio de cultura que chegou a 4,7
(dados ndo mostrados). Isso acontece devido a sintese de subprodutos
formados a partir da degradacéo do glicerol (Biebl et al. 1999)

Para os isolados P. mirabillis M50C e K. pneumoniae PLB a
remocdo de Hg dependeu de alta populacdo bacteriana (Figura 2: B e C),
observando-se remocao efetiva do Hg a partir de 72 e 96 h de incubacao

respectivamente.
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Figura 2: Remoc¢édo de Hg (barras), consumo de glicerol (barras
hachuradas), crescimento bacteriano (AV) em meio de cultivo MM1 acrescido
de glicerol residual 10 g L™* e HgCl, 2 mg L™ apés incubacdo a 30+2°C. Isolado
Pseudomonas sp. B50A (A), P. mirabilis M50C (B), K. peneumoniae PLB (C).
As barras de erro representam o desvio padrdo da média

A adicdo de extrato de levedura ao meio de cultivo MM1 teve efeito
positivo no crescimento dos isolados avaliados. Enquanto que, apenas trés
isolados cresceram em MM1 sem adicdo de extrato de levedura, oito
apresentaram crescimento celular com adicdo de 0,5 g L™ de extrato de
levedura (Figura 3: A, B, C, D, E, F, G e H). O extrato de levedura além de
fornecer fonte extra de nitrogénio e vitaminas também possui fonte de carbono
gue pode ser utilizada para a producdo da biomassa (Nikel et al. 2010).

Os oito isolados entraram em fase logaritmica nas primeiras 24

horas, degradando o glicerol e removendo Hg (Figura 3: A, B, C, D, E, F, G e

H). Quanto ao mercurio, a maior parte foi removida nas primeiras 24 h de
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incubacédo, sendo essa, uma resposta positiva do ponto de vista pratico. Ja o
glicerol dependeu do tempo de incubacdo e do crescimento celular para ser
consumido. As bactérias K. oxytoca Ul14, K. peneumoniae PLB e S.
marcescens M25C foram as mais eficientes em degradar o glicerol, exibindo
100% de degradacdo ao fim do experimento. S0 abundantes as pesquisas
empregando bactérias do género Klebsiella que utilizam glicerol residual como
fonte de carbono, e sua capacidade de degradar o glicerol estdo bem
documentadas (Mu et al. 2006; Zheng et al. 2008; Rodrigues et al. 2012; Rossi
et al. 2012).

Foi observado que Pseudomonas sp. B50A, S. marcescens M25C,
P. mirabilis M50C, Arthrobacter sp U3 e K. oxytoca U 14 removeram maior
quantidade de Hg em meio de cultura MM1+extrato de levedura que em meio
LB (Figura 2: A, C, D, G e H). Essa resposta positiva deve estar relacionada
principalmente a constituicdo do meio de cultivo, ja que o meio de cultura LB
possui maior quantidade de ingredientes organicos complexos e habeis a
complexar o mercurio. Varios dos constituintes comuns em meios de cultura se
ligam aos metais influenciando a interacdo desses ions com 0s microrganismos
(Ramamoorty & Kushner 1975). Farrel et al. (1993) também demonstraram que
o0 meio de cultivo pode ter efeito significativo na biodisponibilidade do Hg, de
modo que a interpretacdo dos dados pode ser obscurecida pelos efeitos da
composicdo do meio de cultura utilizado.

Artrhobacter sp. U3 apesar de néo ter sido o isolado com melhor
resposta a remocdo de Hg e degradacdo do glicerol, apresentou resultado

efetivo na remocgéo de Hg (80%) em 24 h de incubacdo e degradou 65% do
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glicerol residual do meio de cultivo (Figura 3: G). Bactérias do género
Athrobacter raramente causam doencas em humanos devido a sua baixa
patogenicidade (Bernasconi et al. 2004). Comuns em solos, essas bactérias
prosperam melhor que outras espécies bacterianas em ambientes estressados,
como em pH alcalino e contaminados com metais (Camargo et al. 2004). Isso
se deve a sua versatilidade metabdlica e a capacidade que possuem de
desintoxicar/degradar xenobidticos organicos e metais (Sajjaphan 2004). No
entanto, existe pouca informacao sobre a utilizacdo desse género de bactéria
na biorremediacdo de efluentes contaminados com Hg. Deste modo, esse
isolado é um candidato promissor para outros estudos que visem a aplicacao
em efluentes contaminados com mercurio com baixas taxas de carbono

metabolizavel.
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(D) P. mirabilis M50C
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(F) K. pneumoniae PLB
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(H) K. oxytoca U14
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Figura 3: Remocao de Hg (barras), consumo de glicerol (barras hachuradas),
crescimento bacteriano (V) em meio de cultivo MM1 acrescido de glicerol
residual 10 g L, extrato de levedura 0,5 g L™ e HgCl, 2 mg L™ ap6s incubacéo
a 30+2°C. Isolado Pseudomonas sp. B50A (A), B. cereus CP1 (B), S.
marcescens M25C (C), P. mirabilis M50C (D), C. freundii PLA (E), K.
pneumoniae PLB (F), Arthrobacter sp. U3 (G) e K. oxytoca U14 (H). As barras
de erro representam o desvio padrdo da média.

Conclusdes

Cinco dos seis isolados Gram-negativos possuem 0S genes merA, o
gue confirma que provelmente a remocao do Hg para esses isolados ocorra por
volatilizagdo. Este trabalho demonstra a viabilidade da utilizagcdo de glicerol
residual como fonte de carbono para remocéo bioldgica do Hg de ambientes
contaminados. Os melhores resultados foram obtidos com a estratégia de
adicdo de 0,5 g L™ de extrato de levedura ao meio de cultivo, mantendo a
viabilidade econdmica da proposta. Os isolados avaliados apresentaram

resposta positiva tanto na remoc¢éo do Hg quanto na degradacgéo do glicerol
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residual, sendo que o isolado Arthrobacter sp. U3 € um candidato promissor
para aplicacdo no ambiente devido a sua baixa patogenicidade, alta taxa de

remocao do Hg (80%) e degradacao do glicerol (65%).
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3.2 RESULTADOS I
Biorremocao de metais e mecanismos relacionados aresisténcia de
Pseudomonas sp. B50D

Resumo

A contaminacdo do ambiente por metais pesados tem aumentado nos ultimos
anos devido as atividades industriais. Na perspectiva das pesquisas
envolvendo metais, a urgéncia esta em estudar micro-organismos com
diferentes mecanismos de resisténcia, a fim de se encontrar candidatos
potenciais a biorremo¢do de ambientes com contaminacfes metalicas mais
complexas. Os objetivos deste estudo foram avaliar a remocéo de mercurio em
meio de cultura por quatro micro-organismos resistentes ao Hg, analisar a
remocado de mercurio na presenca de Cd, Ni e Pb, assim como, estimar a
remocao de Cd, Ni e Pb e conhecer os mecanismos envolvidos na resisténcia
aos metais do isolado Pseudomonas sp.B50D. Os quatro isolados removeram
mercurio em meio de cultivo sem adicdo de outros metais com taxas de
remocao entre 62 a 95%. O isolado Pseudomonas sp B50D foi o que
apresentou melhor desempenho quando avaliada remocdo de mercurio
concomitante a outros metais. Sua capacidade de remover Hg na presenca de
Cd foi de 75%, Ni e Pb (91%) . Além da remocdo do mercurio o isolado
removeu 60% (Cd), 90% (Ni) e 85% de Pb. Pseudomonas sp. B50D apresenta
como mecanismos de resisténcia aos metais a reducédo, biossor¢do, produgéo
de biofilme e producdo de sideréforos, sendo um candidato com potencial
aplicacdo na biorremediacdo de efluentes com contaminacbes metalicas

complexas.
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Introducéo

A contaminacdo do ambiente por metais tem aumentado nos ultimos
anos devido as mais diversas atividades industriais. Os residuos gerados pela
indUstria metalurgica, petroquimica, de baterias, de cloro-soda e mineracéo,
podem conter um ou mais metais pesados toxicos, apresentando problemas de
co-contaminacao (Kadirvelu, 1998). Os metais ndo sao biodegradaveis e tém
tendéncia a biomagnificacdo na cadeia trofica causando sérios impactos na
salude do homem e nos ecossistemas (Li et al.,, 2013). Entre os metais, 0
cadmio, mercurio, chumbo e niquel sdo extremamente toxicos em baixas
concentracfes (Waalkes et al., 1992; Fu, 2011), exigindo especial atencdo ao
tratamento de efluentes e residuos contaminados antes de serem liberados ao
ambiente.

A remediacdo de ambientes contaminados com cations metalicos
téxicos tem empregado convencionalmente, técnicas fisico-quimicas que
incluem precipitacdo, filtracdo e recuperacdo eletroquimica. Assim como,
separacdo por membrana, escavacdo, depodsito de residuos em aterros
sanitarios ou ainda recobrimento do sitio contaminado. Essas técnicas séo
pouco eficazes, tem custo elevado e geralmente produzem residuos adicionais
com maior potencial de contaminacdo (Camargo et al., 2007; Naja & Volesky
2010).

Nos dultimos anos, tém se dado maior atencdo aos métodos
biolégicos de remediacdo de metais pesados, devido ao baixo custo de
operacdo, alta eficiéncia de remocdo, bom desempenho em baixas

concentracbes de metais (Teemu et al., 2008) e por serem alternativas mais
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ecologicamente corretas (Mishra & Malik, 2013). Nesse contexto, as bactérias
sdo candidatas promissoras por apresentarem sistemas especializados de
resisténcia aos metais (Nies, 1999). Entre os mecanismos de resisténcia aos
metais, alguns deles como bioacumulacédo, biossorcdo, reducdo, oxidacao
(Nies, 1999), producéo de sideroforos (Schalk et al., 2011; Braud et al., 2009b)
e formacdo de biofilmes (Taga & Bassler, 2003; von Bodman et al., 2003)
podem ser explorados para a desenvolvimento de tecnologias limpas e de
apoio as tradicionais no controle da poluicdo por metais.

Muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade das bactérias
removerem mercurio de ambientes contaminados por esse metal. No entanto,
pouca pesquisa tem sido feita no que diz respeito a remocao de mercurio em
ambientes co-contaminados por outros metais. Na perspectiva das pesquisas
envolvendo metais, a urgéncia esta em estudar micro-organismos com
diferentes mecanismos de resisténcia, a fim de se encontrar potenciais
candidatos a biorremocdo de ambientes com contaminacbes de diversas
origens. Deste modo, os objetivos deste estudo foram avaliar a remocao de
mercurio por quatro micro-organismos resistentes ao Hg, analisar a remocéao
de mercurio na presenca de metais como Cd, Ni e Pb, estimar a remocao de
Cd, Ni e Pb e conhecer os mecanismos envolvidos na resisténcia aos metais

do isolado Pseudomanas sp.B50D.
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Material e métodos

Micro-organismos

As bactérias Pseudomonas putida C50A, Pseudomonas sp. B50D,
Alcaligenes faecalis U21 e Brevundimonas sp.U22 foram isoladas e
identificadas em trabalhos anteriores a partir de residuos e efluentes

contaminados com metais.

Preparo de células para os ensaios
Os in6culos bacterianos dos ensaios nos diferentes meios de cultivo
foram padronizados como descrito abaixo.
Cada isolado resistente ao mercurio foi inoculado em meio de cultura
contendo HgCl, (10 pM) incubado por 24 h a 30 +2 ° C sob agitacdo de 130
analisando a densidade Optica a 600 nm e a correspondente quantidade de
UFC mL™ em placas. Frascos com meio de cultura ndo inoculado serviram

como controle negativo.

Andlise dos genes merA e merB por PCR

Para a extracdo de DNA, colbnias isoladas foram incubadas em
meio de cultura Luria Bertani por 24 horas a 30°C, para posteriormente
passarem pelo processo de extracdo de DNA. O DNA dos isolados foi extraido
utilizando-se o Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega), de

acordo com o protocolo do fabricante. Para verificar se a extragao de DNA foi
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eficiente, 20 uL do DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%.

Para a amplificacdo dos gener mer foi realizada uma reagdo
contendo 5 uL de 10x tampéao de PCR, 1,5 pyL de 25 mM MgCl,, 1 uL de 10 mM
dNTPs, 0,02 U de Taq DNA polymerase (Denville, NJ), 0,5 uL de 20 pmol pL*
de cada primer (forward e reverse), 16,75 uL de agua ultrapura e 1 uL de DNA.
Para a deteccdo dos genes merA foram utilizados os primers A1 F (ACC ATC
GGC GGC ACC TGC GT) e A5 R (ACC ATC GTC AGG TAG GGG AAQC)
(Liebert et al. 1997) (1238 pb). O programa basico de amplificacdo constou de
1 ciclo a 95 °C por 5 min, seguido de 29 ciclos de 95 °C por 1 min, 64 °C por 2
min, e 90 °C por 3 min, 1 ciclo final de 5 min a 72 °C. Para a deteccdo dos
genes merB foram utilizados 0S primers IA34F
(TTGGATCCATGAAGCTCGCCCCAT) e IA35R
(TTGGTACCCTAGATGACATGACAT) (Santos-Goldelman et al. 2014) (640
pb). O programa de amplificacdo constou de 1 ciclo de 5 min a 95 °C, 40 ciclos
de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 °C, 1 min a 72 °C, 1 ciclo final de 10 min a 70 °C.

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1% e as bandas visualizadas em iluminacéo ultravioleta.

Remocado de mercario, cadmio, chumbo e niquel pelos isolados
em meio LB

Aproximadamente 10° UFC mL™ dos isolados foram inoculados em
meio LB contendo 10 pM de HgCl, e a esse meio foi adicionado cadmio,

chumbo ou niquel. As concentra¢des testadas foram: CdCl, (0,1; 0,2; 0,3 e 0,4
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mM), NiCl, (0,25; 0,5; 1 e 1,5) e Pb (NOg), (0,25; 0,5; 1; 1,5 mM). Apds a
incubacdo de 24 h, amostras foram retiradas para determinacdo de pH,
biomassa (DO 600 nm), mercurio, cadmio, niquel e chumbo remanescentes.

A remocao de CdCl,, NiCl, e Pb (NO3), foi avaliada utilizando a
metodologia de Li et al., 2013 com modificacfes. Dois mL do meio de cultivo
foram centrifugados por 3 min a 5000 RPM e sobrenadante digerido com acido
nitrico (20%) e perclérico (10%). A concentracdo do metal na solucao diluida foi
mensurada por espectrémetro de emissédo oOptica por plasma induzido (Perkin
Elmer optima 7000 DV).

A determinacdo de mercurio remanescente nas amostras foi
realizada conforme metodologia EPA 7471B, utilizando o método de
espectrofotometria de absorcédo atémica/geracédo de vapor frio. O equipamento
utilizado para este experimento foi da marca Perkin Elmer (Analyst 100).
Inicialmente, foi retirado 100 puL da amostra homogeneizada do cultivo
bacteriano. Essa amostra foi tratada com 5 mL de H,SO,4 (98%), 2 ml de HNO3
(65%) e 10 ml de uma solucdo de KMnO, (70 g L™). Apds esse procedimento, a
mistura foi submetida a temperatura de 121°C e 1,5 ATM por 15 min. Em
seguida, adicionou-se 50 mL de &gua deionizada e 6 mL de CINH,OH, (100 g
L™Y). Entdo o mercurio foi convertido a forma de Hg® pelo tratamento com uma
solucdo de SnCl, (50 g L™). O mercurio elementar formado foi analisado em
espectrofotometro de absorcdo atdmica, com a medida da absorbancia 253,7

nm.
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Em todos os tratamentos foi utilizado como controle negativo meio
de cultura LB contendo metal e ndo inoculado e como controle positivo meio de

cultura LB inoculado sem metal.

Caracterizacdo da resisténcia aos metais e mecanismos de

resisténcia de Pseudomanas sp. B50D.

Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

O isolado Pseudomonas sp. B50D foi testado quanto a concentracao
minima inibitéria de HgCl,, NiCl,, CdCl, e Pb (NO3), em placas de poliestireno
de 96 pocos em meio LB contendo diferentes concentracdes dos metais
avaliados. Apos icoculacao os cultivos foram incubados por 48 horas a 30 + 2
°C sob agitacdo de 100 rpm e o crescimento avaliado visualmente pela
turvacdo do meio de cultura. A menor concentracdo de metal capaz de inibir o
crescimento microbiano foi considerada a concentracdo minima inibitéria (CMI).
Como controle negativo foi utilizado meio de cultura LB n&o inoculado e como

controle positivo meio de cultura LB sem metal.

Concentracdo Minima Biocida (CMB)

O isolado Pseudomonas sp. B50D foi testado quanto a concentracao
minima biocida de HgCl,, NiCl,, CdCl, e Pb (NO3), em placas de poliestireno
de 96 pocos em meio LB contendo diferentes concentracdes dos metais
avaliados. O meio de cultura inoculado foi incubado por 48 horas a 30+2°C sob

agitacdo de 100 RPM. Apds 48 h de incubagéo, 25 uL da cultura foi inoculada
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em placas de Petri contendo meio Agar nutriente. A concentracdo biocida foi
verificada ap6s o periodo de 72 h de incubacédo a 30+2°C, pela presenca ou
auséncia de crescimento microbiano nas placas. Como controle negativo foi
utilizado meio de cultura LB néo inoculado e como controle positivo meio de

cultura LB sem metal.

Ensaio de bioacumulacéo e biossorcao

O metal acumulado na superficie celular e intracelular foi
determinado de acordo com Li et al, 2013 com modificacbes. Ao meio de
cultivo LB contendo 0,1 mM de CdCl,, NiCl, ou Pb (NOs), 10" UFC ml? do
isolado B50D foi inoculado e incubado por 24 h sob agitacdo de 130 RPM a 30
°C. Apos a incubacédo, 10 ml do cultivo foram centrifugados por 3 min a 5000
RPM e as células bacterianas do pellet foram lavadas duas vezes com agua
ultrapura. As células foram ressuspendidas em 10 mL™ de Etilenlenodiamino
tetra acético (EDTA) 20 mM e deixadas em repouso por 30 min. Apds esse
periodo a solucédo foi centrifugada e o sobrenadante bem como as células
foram digeridas em &cido nitrico e perclérioco a 130 °C por 2 h e 0s metais
guantificados por espectrometro de emissao 6ptica por plasma induzido (Perkin

Elmer optima 7000 DV).

Formacéao de biofilmes
A formacao de biofilmes foi quantificada conforme metodologia de
Dash et al., 2013. Em placas de 96 pocos foram adicionados 200 pL de meio

de cultura LB inoculados com 10’ UFC/mI de células do isolado Pseudomonas
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sp. B50D. As concentracfes e os de metais testadas foram: NiCl, 0,25 mM e
0,5 mM, HgCl, 10 uM e 25 pM, CdCl, 0,1 e 0,2 mM e Pb(NO3), 0,25 e 0,5 mM.
Como controle negativo foi utilizado meio de cultura LB n&o inoculado e como
controle positivo meio de cultura LB sem os metais.

Apoés 72 h de incubacdo a 30°C sem agitacdo, o meio de cultura foi
removido e as placas lavadas 3 vezes com solucédo salina a 0,9% e deixadas
para secar por 45 min a 30°C. A coloracédo das células aderidas foi feita com
violeta a 1% por 10 min. Posteriormente, o corante foi retirado e feita a lavagem
com solucdo salina a 0,9% 5 vezes sendo a ultima lavagem realizada com
etanol 95%. A quantificacdo do biofilme formado foi feita pela leitura da

absorbancia em espectrofotbmetro a 595 nm.

Deteccéo de sider6foro em solucado pelo método do CAS

Todas as bactérias foram avaliadas quanto a producdo de
sideréforos ap6s 24h de incubacdo a 30°C com um inéculo inicial de 10" UFC
por mL de meio de cultivo. O meio para analise quantitativa da producdo de
sideréforos foi o caldo nutriente (3 g L™ de extrato de carne e 5 g L™ de peptona
bacteriol6gica). Ao meio de cultivo descrito anteriormente foram adicionados os
metais NiCl, 0,25; 0,5 e 1 mM, HgCl, 10, 25 e 10 uM, CdCl, 0,1; 0,2 e 0,3 mM e
Pb(Nos), 0,25 e 0,5 e 1 mM. Foram utilizados dois controles, o primeiro
contendo meio de cultivo nutriente inoculado sem os metais e 0 segundo
contendo apenas o0 meio de cultivo sem inoculagéo e com adi¢do dos metais..

A metodologia para quantificagdo de sideréforo em solucdo foi

efetuada conforme (Schwyn & Neiland, 1987) com modificagbes. A solugéo de
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cromoazurol S (CAS) foi feita como descrito a seguir. Seis mL de HDTMA 10
mM foram adicionados em baldo volumétrico de 100 mL e diluido em agua
ultra pura. Uma mistura de 1,5 mL de ferro 11l (ImM Fe3Cl; em HCI 10 mM) e
7,5 mL de solugcdo CAS (2 mM) foi adicionada ao baldo volumétrico. Piperazina
anidra 4,307g foi dissolvida em agua ultra pura e 6,25 mL de HCI 12 M foram
adicionados. Essa solucédo (pH 5,6) foi adicionada ao baldo volumétrico até
completar os 100 mL.

Uma aliquota 2 mL do cultivo foi centrifugada por 5 min a 14000
RPM. Retirou-se 1 ml do sobrenadante e adicionou-se a 1 mL da solugcédo de
CAS. Apos 10 min de incubacéo a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida
a 630 nm. Foi utilizado como branco o meio de cultura n&do inoculado com a
adicdo dos metais. O calculo para a producao de sideroforos sera realizado da
seguinte maneira: A-Ab (A=absorbancia da amostra, Ab= absorbancia do

branco) (Schwyn & Neiland, 1987).

Resultados e Discusséo

Quatro bactérias Gram-negativas resistentes ao mercurio
previamente isoladas foram avaliadas. Todos os isolados avaliados
apresentaram capacidade de remover mercurio do meio de cultivo (Tabela 1),
sendo que os isolados Pseudomonas sp.B50D e Alcaligenes faecalis U21
foram os que apresentaram melhores resultados, removendo aproximadamente
90% do mercurio presente no meio de cultivo. Inimeros trabalhos tém
mostrado que bactérias do género Pseudomonas possuem capacidade de

remover mercurio (Giovanella et al. 2010, Zhang et al. 2012; Cabral et al. 2013,
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Sone et al. 2013). Resultados semelhantes foram observados por Giovanella
et al, 2010 quando avaliou a remocao de mercurio por bactérias do género
Pseudomonas. Bactérias do género Alcaligenes também foram caracterizadas
e descritas como removedoras de mercurio por De et al. 2008 e Gupata &
Nirwan, 2014. O isolado Brevundimonas sp.U22 foi o isolado que demonstrou
menor capacidade de remocdo de mercurio (62%). Bactérias classificadas
como Brevundimonas ainda ndo foram caracterizadas com relagcdo a remocao
de Hg, provavelmente devido a reclassificacdo de espécies de Pseudomonas
como Brevundimonas.

Tabela 1. Identificagdo do Isolado bacteriano, remogao de Hg (%) em
meio de cultura Luria Bertani e biomassa (DO 600 nm).

Isolado Hg Removido Biomassa

(%) (DO 600 nm)
Pseudomonas putida C50A 85,78,+2,23b 1,81+0,08
Pseudomonas sp.B50D 91,66+2,081a 1,76+0,12
Alcaligenes faecalis U21 95,72+1,88a 2,18+0,20
Brevundimonas sp.U22 62,33+£3,61c 1,32+0,16

Valores em colunas com diferentes letras indicam diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,01).

Trés isolados bacterianos tiveram os genes merA amplificados (P.
putida C50A, Pseudomonas sp.B50D e A. faecalis U21). Os genes merA nao
foram detectados no isolado Brevundimonas sp., assim como néo foi possivel
detectar os genes merB em nenhum dos isolados avaliados (Figuras 1 A e B).
Liebert et al.,, (1997) constataram a presenca dos genes merB utilizando
hibridizacdo e PCR em apenas 18% dos isolados resistentes ao mercurio

organico. Santos-Gandelman et al., 2014 utlizando os mesmos primers
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empregados neste estudo, identificaram os genes merB em 10 dos 21 isolados
avaliados, sendo que todos os positivos eram resistentes a metilmercurio. No
presente estudo, ndo foi avaliada a concentracdo inibitéria das formas
organicas de mercurio, mas a inorganica divalente (HgCl,). Assim, estudos
complementares com o emprego de outros primers para merB e o teste da
concentracdo inibitéria de formas organicas de mercurio poderiam ser
realizadas para elucidar a presenca ou auséncia dos genes merB.

(A) merA

Q &
LS. N
& & &+ wm

-2000 pb
-1500 pb

(B) merB

X

Q
Q v
v S

N
JV

1000 pb --
750 pb ---

Figural. Amplificacdo dos produtos da PCR referentes aos genes
merA (A) e merB (B) . As linhas sdo identificadas com o nome do isolado
bacteriano. A letra M se refere ao marcador de peso molecular e C+ o controle
positivo.



83

Nas Figuras 2 A, B, C e D podemos observar a remocao de mercurio
e de cadmio pelos diferentes isolados. Quando o cadmio foi adicionado ao
meio de cultivo a capacidade dos isolados removerem mercurio foi afetada
negativamente, exceto para o isolado Alcaligenes faecalis U21 que manteve a
capacidade de remocao (90%) até a penultima concentragéo testada (0,3 mM),
apresentando um decréscimo pouco acentuado na concentracdo de 0,4 mM.
Na primeira concentracdo de cadmio testada (0,1 mM), a capacidade do
isolado Pseudomonas sp. B50D remover mercurio sofreu pouca influéncia,
sendo que na dose mais alta de cadmio (0,4 mM) ele ainda foi capaz de
remover 75% do mercurio presente no meio de cultivo. A diminuicdo da
remocado do mercurio pode estar relacionada a inibicdo da enzima mercurio
redutase pela presenca de outro metal no meio. No estudo de Ray et al.,
(1993) o cadmio inibiu 100% da atividade da enzima mercurio redutase no
extrato bruto de Beijerinckia mobilis na concentragéo de 10 pM.

De modo geral, o crescimento bacteriano diminuiu com o aumento
das concentracdes de cadmio no meio. Queda significativa foi verificada no
crescimento do isolado Brevundimonas sp. U22, enquanto que para 0S outros
isolados o cAdmio promoveu uma resposta hegativa menos acentuada (Figuras
2A, B, CeD).

O isolado Pseudomonas sp. B50D removeu aproximadamente 60%
do cddmio do meio de cultivo na concentracdo 0,1 mM e 45% na concentracdo
0,2 mM. Porém, foi verificada queda significativa da remocdo na concentracao
0,3 mM e 0,4mM (Figura 1B). Wang et al. 1997 também observaram queda na

remogdo com o0 aumento da concentracdo de cadmio no meio. Isso pode ser
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atribuido a saturacdo da superficie celular disponivel para biossorcéo (Vullo et
al., 2008). Os isolados Pseudomonas putida C50A, Alcaligenes faecalis U21 e
Brevundimonas sp. U22 foram pouco efetivos, removendo no méaximo 20% do
Cd (Figuras 1 A, C e D). Desta maneira, esses isolados sdo pouco indicados
para utilizacdo em biorremocao de cadmio.
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D) Brevundimonas sp. 22
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Figura 2. Remog&o de mercurio e cddmio em meio de cultura LB e
crescimento bacteriano ap6s 24 horas de incubacdo dos isolados
Pseudomonas putida C50A (A), Pseudomonas sp. B50D (B), Alcaligenes
faecalis U21 (C) e Brevundimonas sp. 22 (D).

O niquel apresentou efeito negativo na capacidade dos isolados
removerem mercurio, exceto para o isolado Pseudomonas sp. B50D que
manteve a capacidade de remoc¢do do mercurio mesmo com as mais altas
concentracfes de niquel testadas (Figuras 3 A, B, C e D).

Todos os isolados tiveram o crescimento diminuido em funcdo do
aumento das doses de niquel no meio de cultivo, sendo que os isolados
Alcaligenes faecalis U21 e Brevundimonas sp. U22 foram 0s mais sensiveis,
perdendo a capacidade de crescimento a partir da concentracdo de 1 mM.

Os isolados Pseudomonas putida C50A e Brevundimonas sp. U22

nao foram capazes de remover o niquel do meio de cultivo (Figuras 3 A e D),

enquanto que o isolado Alcaligenes faecalis U21 removeu apenas 10% do
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niquel na primeira concentracao testada (Figura 3 C). Diferentemente dos trés
isolados, a bactéria Pseudomonas sp. B50D promoveu a remocao de até 90%
do niquel em solucdo (Figura 2 B), sendo que a mesma teve uma resposta
positiva conforme a dose de niquel foi aumentada. Isso pode estar relacionado
a condicao de estresse sofrida pela bactéria com o0 aumento das concentracdes
de niguel. Em caso de estresse metalico, alguns micro-organismos podem
expressar genes relacionados a producdo de metalotioneinas (Morby et
al.,1993), biofilmes (Harrison et al., 2007) e sideroforos (Li et al., 1997). Essas
estratégias de sobrevivéncia podem levar a complexacdo, imobilizacao,
remocao e precipitacdo dos metais (Gadd, 2001). Asthana et al., (1995)
avaliaram células imobilizadas de uma cepa de Pseudomonas aeroginosa e
constataram remocéao de 50% de remocé&o do niquel. Resultado semelhante foi
verificado por Wong & Fung (1997) quando estudaram uma cepa de
Enterobacter sp. e por Cayllaua et al., (2009) quando avaliaram um isolado de

Rodococcus opacus.
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Figura 3. Remocgao de mercurio e niquel em meio de cultura LB e
crescimento bacteriano apos 24 h de incubacdo dos isolados Pseudomonas
putida C50A (A), Pseudomonas sp. B50D (B), Alcaligenes faecalis U21 (C) e

Brevundimonas sp. U22 (D).
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Com a adicdo de chumbo ao meio de cultivo os isolados
Pseudomonas putida C50A e Brevundimonas sp. U22 (Figuras 3 A e D) tiveram
suas capacidades de remocao de Hg diminuidas, enquanto que os isolados
Pseudomonas sp. B50D e Alcaligenes faecalis U21 mantiveram a capacidade
de remocéao (91 e 95%) respectivamente, mesmo nas concentracdes mais altas
estudadas (Figuras 4 B e C).

O crescimento de todos os isolados foi afetado negativamente pelo
Pb sendo que a resposta negativa é ampliada conforme a concentracdo de
chumbo aumenta (Figuras 4 A, B, C e D). O efeito toxico do chumbo para as
células bacterianas esta relacionado a mudancas de conformacédo de acidos
nucleicos e proteinas, perturbacdo nas fungcdes da membrana celular e na
fosforilacdo oxidativa (Jarostawiecka & Piotrowska-Seget, 2014).

O isolado Pseudomonas sp. B50D promoveu a remoc¢ao de 85% do
chumbo em solucdo em todas as concentracdes testadas (Figura 4 B).
Resultado similar de remocao de Pb foi relatado por De et al., (2008) quando
avaliaram um isolado de Pseudomonas aeroginosa resistente ao mercurio.
Embora o isolado Pseudomonas sp. B50D tenha apresentado excelente
resposta de remocdo ao chumbo, os isolados Pseudomonas putida C50A,
Alcaligenes faecalis U21 e Brevundimoas sp.U22 nao seguiram 0O mesmo

comportamento sendo indbeis na remocao de Pb (Figuras 3 A, C e D).
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Figura 4. Remocé&o de mercurio e chumbo em meio de cultura LB e
crescimento bacteriano apos 24 h de incubacdo dos isolados Pseudomonas
putida C50A (A), Pseudomonas sp. B50D (B), Alcaligenes faecalis U21 (C) e

Brevundimonas sp. U22 (D).
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O isolado Pseudomonas sp. B50D apresentou alto nivel de
resisténcia aos metais avaliados (Tabela 2). A concentragdo inibitéria minima
variou de 0,87 a 18 mM e a concentracdo biocida minima variou entre 0,95 e
180 mM. Entre os metais avaliados, o mercurio foi o mais téxico apresentando
CMI de 0,87 mM e CMB de 0,95 mM. No que se refere a resisténcia bacteriana
aos metais, numerosos estudos tém demonstrado a existéncia de bactérias
multimetal resistentes (Abou-Shanab et al., 2007; Cabral et al., 2012; De et al.,
2008; Keramati et al., 2011). Essa constatacdo esta intimamente relacionada
ao mecanismo de co-resisténcia encontrado em bactérias. A co-resisténcia
ocorre quando varios genes de resisténcia estdo inseridos no mesmo
segmento genético como os plasmideos e transposons, levando a um fenétipo
bacteriano de multiplos mecanismos de resisténcia num unico hospedeiro
(Baker-Austin et al., 2006; Sarma et al., 2010).

Tabela 2. Valores da concentragdo minima inibitéria (CMI) e

concentracdo minima biocida (CMB) dos metais para o isolado Pseudomonas
sp. B50D.

Metal CMI CMB
(mM) (mM)
Cd 3 80
Hg 0,87 0,95
Ni 3 180
Pb 18 30

Para elucidar os mecanismos de resisténcia aos metais do isolado
Pseudomonas sp B50D, o local da bioacumulagéo foi avaliado. Conforme os

resultados da tabela 3, podemos verificar que para os trés metais avaliados
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(Cd, Ni e Pb) o montante maior de acumulacdo se da na superficie celular.
Chumbo e cadmio foram bioacumulados no interior da célula, mas em baixas
concentracdes, enquanto que o niquel nao foi verificado no interior da célula.
Um dos mecanismos que 0S micro-organismos usam para evitar a toxicidade
dos metais é de limitar o seu movimento através do envelope celular (Bruins et
al 2000). Paredes celulares de bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa complexa com fosfolipideos, lipoproteinas,
lipopolissacarideos e varias proteinas. Os fosfolipidos da membrana externa
possuem grupos fosforilados podendo esses também ser uma regido de
adsorcdo nesse tipo de células (Beveridge & Murray, 1980; Graham &
Beveridge, 1994). Beveridge (1989) sugere que um componente significativo do
metal adsorvido em células de bactérias Gram-negativas é a ligacdo aos
grupos fosforila da membrana externa e estruturas associadas, como 0s
fosfolipideos e os lipolissacarideos, enquanto que o peptideoglicano estaria
menos associado a adsorcdo nesse tipo de bactérias. Além disso, muitos
micro-organismos sintetizam polimeros extracelulares (EPS) que se ligam a
cations metalicos toxicos, protegendo os componentes essenciais da célula
(Bruins et al., 2000).

Tabela 3. Concentracdo de metais na superficie celular e no interior
da célula de Pseudomonas sp. B50D.

Metal biossorvido

Concentra_géo do _Concentragéo na superficie
Metal metal adicionado intracelular do
ao meio (UM) metal (UM) celular
(UM)
Cd 100 0,927+0,31 50,63+1,18
Ni 100 0 21,43+1,81

Pb 100 4,15+0,69 78,82+5,01
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Em comparacédo ao controle, a adicdo de cadmio, chumbo, mercurio
e niquel teve resposta positiva significativa na producédo de biofilmes (Figura 5).
Esse resultado corrobora com os obtidos por Dash et al.,, 2013 quando
avaliaram a producéo de biofilme de um isolado de Bacillus thuringiensis na
presenca e auséncia de mercurio. Os biofiilmes desempenham papel
importante na sobrevivéncia dos micro-organismos na presenca de altas
concentracbes de agentes antimicrobianos, inclusive metais (Sarkar &
Chakaborty, 2008). Este tipo de resposta pode ser vista como um processo de
diversificacdo fenotipica dependente da concentracdo de espécies metalicas
(Harrison et al., 2007). No entanto, a resposta molecular dos micro-organismos
em biofilme expostos a esse tipo de estresse ainda nao foi elucidada (Sarkar e

Chakaborty, 2008).
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Figura 5. Biofilme formado por Pseudomonas sp. B50D na presenca
dos diferentes metais. Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (p>0,01).

O mercurio, niquel e chumbo promoveram um aumento na producao
de sideroforos pelo isolado Pseudomonas sp. B50D em relacdo ao controle
(tabela 4). Marcadamente o mercurio e o niquel geraram um efeito positivo na
producdo de sideréforos, dependendo do aumento da concentracdo dos
mesmos no meio de cultivo. JA& o cadmio, ndo estimulou a producdo de
sideréforos em nenhuma das concentracfes testadas. Estudos anteriores
mostram que 0s metais como mercurio, chumbo e niquel podem estimular a
producdo de sideréforos (Dao et al., 2001; Naik & Dubey, 2011; Braud et al.,
2009). Os metais podem estar envolvidos diretamente nas vias de biossintese

ou na regulacdo dos sideroforos (Hofte et al., 1994), ou interferirem na

complexacdo do ferro com os sideroforos, de maneira a diminuir a
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concentracdo de ferro solivel no meio, o que leva a maior producdo de
sideroforos pelo micro-organismo (Dimkpa et al.,

2008). Quantidades maiores de sideréforos no meio podem proteger
as bactérias da toxicidade dos metais, ja que eles sdo quelados no meio
extracelular e ndo podem ser difundidos para dentro da célula (Braud et al,
2009).

Tabela 4. Influéncia dos metais na producdo de sider6foros de
Pseudomonas sp. B50D

Concentragéo Unidades de

Metal do Metal Sideroforos
(mM) (%)
Controle 0 26,68+1,88
0,01 38,23+3,46
Hg 0,02 45,87+2,13
0,05 61,25+3,81
0,1 28,04+1,99
Cd 0,2 27,78+0,80
0,3 26,81+1,86
0,25 33,81+0,8
Ni 0,5 39,33+2,08
1 55,64+2,37
0,25 55,64+3 51
Pb 0,5 56,48+3,14
1 57,59+0,94
Conclusdes

O isolado Pseudomonas sp. B50D foi o que apresentou melhor

desempenho quando avaliada remocdo de mercario concomitante a outros
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metais. Apresenta como mecanismos de resisténcia aos metais a reducao,
biossorcdo, producdo de biofilme e producdo de siderdéforos, sendo um
candidato com potencial aplicacdo na biorremediacdo de efluentes com

contaminagdes metéalicas complexas.
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3.3 RESULTADOS Il
Remocdao de mercurio de efluente industrial por Pseudomonas sp. B50A e
Pseudomonas putida V1.

Resumo

Muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade das bactérias
removerem mercurio em meios de cultura. No entanto, pouco se sabe sobre a
resposta da remocdo do mercurio pelas bactérias resistentes em efluentes
industriais, ou ainda, efluentes co-contaminados com outros metais. Nesse
sentido, este estudo teve como objetivos avaliar a resisténcia dos isolados
Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1 ao mercurio e a outros
metais, analisar a capacidade desses isolados em remover mercurio na
presenca de Cd, Ni e Pb, identificar a presenca dos genes merA e merB,
estimar a remocéao de Cd, Ni e Pb, investigar o efeito da aplicacdo dos isolados
bacterianos e consoércio no tratamento de efluentes contaminados com
mercurio e outros metais. Os dois isolados possuem o gene merA, enquanto
que o gene merB s6 foi detectado no isolado Pseudomonas sp. B50A. Em meio
de cultura, os isolados removeram aproximadamente 80% do mercurio, 60 %
do cadmio, porém ndo removeram chumbo e niquel. A capacidade dos isolados
e do consorcio removerem mercurio do efluente variou de 70 a 75%. Porém,
com a adicao de multiplos metais no efluente a remog¢&o do mercurio foi inibida.
Os isolados avaliados neste trabalho sdo recomendados para tratamento de
efluentes contaminados com mercario, contudo contaminagbes mais
complexas (com outros metais) exigem a utilizagdo concomitante de outros

métodos ou ainda outros micro-organismos nao avaliados neste estudo.



104

Introducéo

A contaminacdo pelo mercurio afeta os componentes bidticos do
ambiente e causa inUmeros problemas a saude humana (UNEP). O mercurio é
emitido para o ambiente por inUmeras fontes naturais e antropogénicas, por
meio de combinacbes complexas, envolvendo reacdes quimicas, fisicas e
bioldgicas (Maxson, 2005; Driscol et al., 2013).

As fontes antrépicas mais frequentes de mercurio sdo as industrias
petroquimicas, eletrénicas, equipamentos de medicao, tintas e cloro-soda, além
da utilizacdo na extracdo de ouro e como amalgamas dentarias (Maxson,
2005). Os residuos gerados por estas industrias, podem conter um ou mais
metais pesados toxicos, apresentando problemas de co-contaminacao
(Kadirvelu, 1998). Entre os metais, o cadmio, mercurio, chumbo e niquel sdo
extremamente toéxicos em baixas concentracdes (Waalkes et al., 1992; Fu,
2011), deste modo, eles merecem particular atencdo no que se refere ao
tratamento adequado de efluentes e residuos contaminados pelos mesmos
antes de serem liberados ao ambiente.

A remediacdo de ambientes contaminados com cations metalicos
toxicos tem empregado convencionalmente, técnicas fisico-quimicas que
incluem precipitacdo, filtracdo e recuperacdo eletroquimica. Assim como,
separacdo por membrana, escavacdo, depoésito de residuos em aterros
sanitarios ou ainda recobrimento do sitio contaminado. Essas técnicas sao
pouco eficazes, tem custo elevado e geralmente produzem residuos adicionais
com maior potencial de contaminagédo (Camargo et al., 2007; Naja & Volesky,

2010).
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Nos ultimos anos, tém se dado maior atencdo aos métodos
biologicos de remediacdo de metais pesados, devido ao baixo custo de
operacdo, alta eficiéncia de remocdo, bom desempenho em baixas
concentracbes de metais (Teemu et al.,, 2008) e por serem alternativas
ecologicamente corretas (Mishra & Malik, 2013). Nesse contexto, as bactérias
sdo candidatas promissoras por apresentarem sistemas especializados de
resisténcia aos metais (Nies, 1999). Apesar de o mercurio ser toxico, tanto para
células eucaridticas quanto para procaridticas, alguns micro-organismos
possuem mecanismos de resisténcia a esse metal. Entre eles podem-se
destacar bombas de efluxo, quelacédo por polimeros enzimaticos, precipitacao,
biometiliacdo e reducdo enzimatica (Boening, 2000); relacionado ao operon
mer. Bactérias que possuem operon mer sao capazes de reduzir
enzimaticamente o Hg (ll) para a forma volatil e menos toxica de mercurio Hg
(0) (Nies, 1999; Barkay et al., 2003; Barkay & Wagner-Ddbler, 2005).

Muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade das bactérias
removerem mercurio em meios de cultura. No entanto, pouco se sabe sobre a
resposta da remocdo do mercurio pelas bactérias resistentes em efluentes
industriais, ou ainda, efluentes co-contaminados com outros metais. Nesse
sentido, este estudo teve como objetivos avaliar a resisténcia dos isolados
Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1 ao mercurio e a outros
metais, identificar a presenca dos genes merA e merB, analisar a capacidade
desses isolados em remover mercurio na presenca de Cd, Ni e Pb, estimar a
remocdo de Cd, Ni e Pb, investigar o efeito da aplicacdo dos isolados

bacterianos e consoércio no tratamento de efluentes contaminados com
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mercurio e outros metais, analisar o comportamento dos isolados e da

comunidade microbiana do efluente durante a remocéo do mercurio.

Material e métodos

Micro-organismos

As bactérias Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1
foram isoladas e identificadas em trabalhos anteriores a partir de residuos

contaminados com metais (artigo submetido para publicacao).

Caracterizacao do Efluente

O efluente industrial utilizado neste estudo foi obtido na empresa
gerenciadora de residuos industriais UTRESA de Estancia Velha — RS. Esse
efluente é originado a partir da decomposicéo dos residuos soélidos contidos em
células do aterro, e sofreu tratamento primario e secundario antes de ser
contido nas lagoas de estabilizagcdo de onde foi coletado. Os parametros
quimicos do efluente foram determinados com metodologia reconhecida pela

Rede Metrologica/RS, conforme NBR ISSO/IEC 17025:2005 (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicédo quimica do efluente
Parametro/unidade Efluente

Al (mg L™ 0,1
As (mg L™ n.d.
B (mg L% 0,9
Cd(mg L™ n.d.
Pb (mg L™ n.d.
Cl (mg L™ 1125
Cu (mg L™ n.d
Cr(mg L™ 0,365
Mg Total (mg L) 0,8
Hg (mg L™) n.d.
Ni (mg L™ 0,02
Ca (mg.L™Y) 30
Na (mg.L™}) 495
P (mg.L™h) 2,8
N amoniacal (mg.L™) 182
N Total Kjedahl (mg.L™) 217
Zn (mg.L™Y) 0,008
pH 7,2
DBOs (mg.L™) 100
DQO 280
Condut_llvldade elétrica 4440
(Us.cm™)

n.d. = ndo detectado.

Preparo de células para os ensaios

Para os ensaios em meio de cultura cada isolado foi inoculado em
meio de cultura LB (Triptona bacterioldgica 10 g L™, NaCl 10 g L™, extrato de
levedura 5 g L™) contendo HgCl, (10 pM) incubado por 24 h a 30 +2 ° C sob
agitacdo de 130 rpm. Os in6culos foram padronizados em 10° UFC mL™ iniciais
pela turbimetria, analisando a densidade Optica a 600 nm e a correspondente
quantidade de UFC mL™ em placas. Frascos com meio de cultura nao
inoculado serviram como controle negativo.

Para os ensaios em efluente cada isolado foi inoculado em meio de
cultura LB (Triptona bacteriolégica 10 g L™, NaCl 10 g L™, extrato de levedura 5

g L™ contendo HgCl, (10 puM) incubado por 24 h a 30 +2 ° C sob agitacdo de
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130 rpm. ApOs o periodo de incubacdo os cultivos foram centrifugados por 5
min a 10000 RPM sendo o sobrenadante descartado. Em seguida as células
foram ressuspendidas em uma solucédo de NaCl 0,9%, centrifugadas por 5 min
a 10000 rpm. Esse procedimento foi repetido 3 vezes com a finalidade de
remover todo o meio de cultivo LB. Os inéculos foram padronizados em 2X10’
UFC mL™ iniciais pela turbimetria, analisando a densidade éptica a 600 nm e a
correspondente quantidade de UFC mL™ em placas. Frascos com meio de

cultura ndo inoculado serviram como controle negativo.

Concentracao Minima Inibitéria (CMI)

A concentracdo minina inibitéria foi determinada pela utilizacdo de
meio de cultura LB contendo HgCl,, NiCl,, CdCl; e Pb (NO3), em diferentes
concentracdes. Os isolados bacterianos foram incubados por 48 horas a 30 £ 2
°C sob agitacdo de 100 rpm e o crescimento avaliado visualmente pela
turvacdo do meio de cultura. A menor concentracdo de metal capaz de inibir o
crescimento microbiano foi considerada a concentracdo minima inibitéria (CMI).
Como controle negativo foi utilizado meio de cultura LB n&o inoculado e como

controle positivo meio de cultura LB sem metal.

Concentracdo Minima Biocida (CMB)

Os isolados foram testados quanto a concentracdo minima biocida
de HgCly, NiCl,, CdCl; e Pb (NO3), em placas de poliestireno de 96 pogos em
meio LB contendo diferentes concentracdes dos metais avaliados. O meio de

cultura inoculado foi incubado por 48 horas a 30+2°C sob agitacdo de 100



109

RPM. Apds 48 h de incubagdo, 25 uL da cultura foi inoculada em placas de
Petri contendo meio Agar nutriente. A concentracdo biocida foi verificada apos
o0 periodo de 72 h de incubacdo a 30+2°C, pela presenca ou auséncia de
crescimento microbiano nas placas. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura LB né&o inoculado e como controle positivo meio de cultura LB sem
metal.

Andlise dos genes merA e merB por PCR

Para a extracdo de DNA, col6nias isoladas foram incubadas em
meio de cultura Luria Bertani por 24 horas a 30°C, para posteriormente
passarem pelo processo de extracdo de DNA. O DNA dos isolados foi extraido
utilizando-se o Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega), de
acordo com o protocolo do fabricante. Para verificar se a extracdo de DNA foi
eficiente, 20 uL do DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%.

As reacgdes das PCRs continham: 5 uL de 10x tampao de PCR, 1,5
puL de 25 mM MgCly,, 1 yL de 10 mM dNTPs, 0,02 U de Tag DNA polymerase
(Denville, NJ), 0,5 uL de 20 pmol pyL™* de cada primer (forward e reverse), 16,75
ML de agua ultrapura e 1 uL de DNA. Para a deteccédo dos genes merA foram
utilizados os primers A1 F (ACC ATC GGC GGC ACC TGC GT) e A5 R (ACC
ATC GTC AGG TAG GGG AAC) (Liebert et al. 1997) (1238 pb). O programa
basico de amplificacdo constou de 1 ciclo a 95 °C por 5 min, seguido de 29
ciclos de 95 °C por 1 min, 64 °C por 2 min, e 90 °C por 3 min, 1 ciclo final de 5
min a 72 °C. Para a deteccdo dos genes merB foram utilizados os primers

IA34F (TTGGATCCATGAAGCTCGCCCCAT) e IA35R
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(TTGGTACCCTAGATGACATGACAT) (Santos-Goldelman et al. 2014) (640
pb). O programa de amplificacdo constou de 1 ciclo de 5 min a 95 °C, 40 ciclos
de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 °C, 1 min a 72 °C, 1 ciclo final de 10 min a 70 °C.
Como controle negativo foi utilizado a reacdo de PCR sem adicédo de DNA.

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1% e as bandas visualizadas em iluminacéo ultravioleta.

Remocdao de mercurio, cadmio, chumbo e niquel em meio de
cultura LB

Aproximadamente 10° UFC mL™ dos isolados foram inoculados em
meio LB contendo cadmio, chumbo, mercario ou niquel. As concentracfes
testadas foram: CdCl, (0,1mM), HgCl, (10uM), NiCl;, (0,25) e Pb (NOg), (0,25
mM). Apos a incubacdo de 24 h, amostras foram retiradas para determinacao
de pH, biomassa (DO 600 nm), mercurio, cadmio, niquel e chumbo
remanescentes.

A remocao de Cd, Nie Pb foi avaliada utilizando a metodologia de Li
et al. 2013 com modificacbes. Dois mL do meio de cultivo foram centrifugados
por 3 min a 5000 RPM e sobrenadante digerido com acido nitrico (20%) e
perclérico (10%). A concentracdo do metal remanescente na solucéo diluida foi
mensurada por espectrobmetro de emissao oOptica por plasma induzido (Perkin
Elmer optima 7000 DV).

A determinacdo de mercurio remanescente nas amostras foi
realizada conforme metodologia EPA 7471B, utilizando o método de

espectrofotometria de absor¢do atbmica/geragédo de vapor frio. O equipamento



111

utilizado para este experimento foi da marca Perkin Elmer (Analyst 100).
Inicialmente, foi retirado 100 pL da amostra homogeneizada do cultivo
bacteriano. Essa amostra foi tratada com 5 mL de H,SO,4 (98%), 2 ml de HNO3
(65%) e 10 ml de uma solucdo de KMnO4 (70 g L™). Apés esse procedimento, a
mistura foi submetida a temperatura de 121°C e 1,5 ATM por 15 min. Em
seguida, adicionou-se 50 mL de agua deionizada e 6 mL de CINH,OH, (100 g
L™Y). Entdo o mercurio foi convertido a forma de Hg® pelo tratamento com uma
solugéo de SnCl, (50 g L™). O mercurio elementar formado foi analisado em
espectrofotometro de absorcdo atbmica, com a medida da absorbancia 253,7
nm.

Em todos os tratamentos foi utilizado como controle negativo meio
de cultura LB né&o inoculado e adicionado os metais e como controle positivo

meio de cultura LB inoculado sem a adicdo dos metais.

Remocdao de mercurio na presenca de outros metais

Os ensaios foram realizados em meio de cultura LB contendo HgCl,
na concentracdo de 10 uM e adicdo de outro metal ao meio de cultura em
diferentes concentracdo. As concentracdes testadas foram: CdCl; (0,1; 0,2; 0,3
e 0,4 mM), NiCl, (0,25; 0,5; 1 e 1,5) e Pb (NO3), (0,25; 0,5; 1; 1,5 mM). Apds a
incubacéo de 24 h, amostras foram retiradas para determinacdo da biomassa
(DO 600 nm) e mercurio remanescente. A determinag&o analitica do mercurio e
o célculo da concentragdo remanescente foram feitos conforme descrito para o

ensaio anterior.
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Remocao de mercario em efluente e andalise da variacdo da
comunidade bacteriana pela técnica de eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE)

Os testes de remocédo de mercurio em efluente foram realizados em
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de efluente. O efluente foi
contaminado artificialmente com 10 puM de HgCl, e e os inoculos foram
preparados conforme descrito no item preparo de células para os ensaios.

Primeiramente foi feito um ensaio preliminar para verificar a remocao
do Hg em funcdo do pH do efluente. Nesse ensaio, o pH do efluente foi
ajustado para 6, 7, 8 e 9 com a adicao de HCI ou NaOH. O efluente inoculado
foi incubado por 48 h a 30 °C sob agitacdo de 130 rpm. ApdOs o periodo de
incubacdo amostras foram retiradas, digeridas e o mercurio remanescente
mensurado conforme descrito nos itens anteriores.

Posteriormente, 0 ensaio para avaliar a remoc¢ao de Hg ao longo do
tempo de incubacdo com adicdo dos isolados e consorcio foi estudado. Nessa
etapa, o pH do efluente foi ajustado para 6, o efluente foi inoculado e incubado
a 30 °C sob agitacdo de 130 rpm por 15 dias. Analises de mercurio
remanescente e crescimento celular (UFC mL™) foram realizadas nos tempos
0, 24,48 e 72 h e 15 dias.

Em todos os tratamentos foi utilizado como controle negativo o
efluente contendo o mercario, porém ndo inoculado com os isolados
bacterianos.

A andlise da comunidade bacteriana ao longo da remocdo do

mercurio no efluente foi efetuada utilizando a técnica de eletroforese em gel
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com gradiente desnaturante (DGGE). Para isso, 700 pL do efluente foram
removidos nos tempos 0, 24 e 72 h e 15 dias e feita a extracdo de DNA. Para a
extracdo de DNA foi utilizado o kit PowerSoil DNA Isolation (MO BIO Inc.,
Laboratories, USA), e o processo de extracdo realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

A amplificacdo dos genes da regido 16S rRNA por PCR foi realizada
utilizando-se o DNA metagendmico extraido e os oligonucleotideos iniciadores
universais pA8f-GC (59-CGC-CCG-CCG-CGC-GCG-GCG-GCG-GGC-
GGGGCG-GGG-GCA-GGG-GAG-AGT-TTG-ATC-CTGGCT-CAG-39) e
KPRUN518r (59-ATTACCGCGGCTG CTGG-39) (Maila et al.,, 2006). A
amplificacdo dos genes foi realizada em solugdo tampdo contendo 1 U Taq
DNA Polimerase Platinum (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil); 1,5 mM MgCl,; 0,2
mM dNTP; 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador e 5 uL de DNA em um
volume final de 25 pl. As condi¢cdes da amplificacdo da PCR foram 3 min a 95
°C, seguida por 33 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 sa 55°C, 1 mina 72 °C, e
extensdo final de 7 min a 72 °C. Os amplicons obtidos foram analisados em
eletroforese em gel com gradiente desnaturante como descrito por Muyzer et
al. (1993). Os géis foram de 8% de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1 m:m), e
apresentou um gradiente desnaturante de 25% a 55% de formamida e uréia. O
DGGE foi realizado a 200V, durante 3 horas e 30 minutos no DCode TM
System (Bio-Radinc., Hercules, USA) em tampao de corrida 1X TAE. O gel foi
corado com Syber Safe (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). A aquisicdo das
imagens foi feita por fotodocumentador. Os perfis de bandas gerados por

DGGE foram comparados utilizando-se o software Gel Pro-Analizer 3.1 seguida
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pela analise visual dos perfis gerados. O indice de diversidade de espécies de

Shannon-Wiener foi obtido de acordo com Rodrigues (2014).

Remocdao de mercurio, cadmio, chumbo e niquel em efluente

Os testes de remocdo de Hg e outros metais em efluente foram
realizados em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de efluente, pH 6. O
efluente foi contaminado artificialmente concomitantemente com 10 uM de
HgCl,, Nicl, 0,25 mM, CdCIl, 0,1 mM e Pb(NO3), 0,25 mM. O efluente foi
inoculado com um consércio bacteriano de Pseudomonas sp. B50A e
Pseudomonas putida V1 e a concentracao inicial de células foi de 2x10’ UFC

! sendo 1x10" UFC mL™* para cada isolado. O efluente inoculado foi

mL’
incubado a 30 °C por 15 dias e andlises de mercurio, cadmio, niquel e chumbo
remanescente e crescimento celular (UFC mL™) foram realizadas nos tempos
0, 24,48 e 72 h e 15 dias.

Em todos os tratamentos foi utilizado como controle negativo o

efluente contendo os metais, porém nao inoculado com os isolados bacterianos

e a taxa de remocéo calculada conforme formula descrita anteriormente.

Resultados e Discusséo

Como pode ser observado na Tabela 2, ambos os isolados
apresentaram alta resisténcia aos metais avaliados. A concentracdo minima
inibitéria variou de 0,92 mM para o mercurio a 18 mM para o chumbo. Ja a
concentracdo minima biocida variou de 0,99 mM para o mercurio e mais de 300

mM para o niquel. Bactérias do género Pseudomonas geralmente apresentam
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alta resisténcia a diversos metais. Malik & Aleen, 2011 avaliaram 144 bactérias
deste género e observaram alto indice de resisténcia aos diferentes metais
avaliados. Assim como neste estudo, Zhang et al., 2012; Kang et al., 2014 ao
estudarem a resisténcia aos metais de isolados de Pseudomonas também
verificaram que o mercurio foi 0 mais toxico, sendo 0 que apresenta as
menores concentracdes inibitdrias.

No que se refere a resisténcia bacteriana aos metais, nhumerosos
estudos tém demonstrado a existéncia de bactérias multimetal resistentes
(Abou-Shanab et al., 2007; De et al.,, 2008; Keramati et al., 2011). Esta
constatacdo estd intimamente relacionada ao mecanismo de co-resisténcia
encontrado em bactérias. A co-resisténcia ocorre quando varios genes de
resisténcia estdo inseridos no mesmo segmento genético como os plasmideos
e transposons, levando a um fendtipo bacteriano de multiplos mecanismos de
resisténcia num unico hospedeiro (Baker-Austin et al., 2006, Sarma et al.,
2010).

Tanto Pseudomonas sp. B50A quanto Pseudomonas putida V1
tiveram os genes da enzima mercurio redutase amplificados (Tabela 2). No
entanto, para o0s genes da enzima mercurio liase (merB) apenas a
Pseudomonas sp B50A foi positiva. Cabral et al., 2013 avaliaram a resisténcia
de P. putida V1 a forma organica de mercurio e constataram resisténcia desse
isolado a forma metilada de Hg. Embora esse isolado tenha sido caracterizado
como removedor de metil mercurio e resistente, 0s genes referentes a enzima
mercurio liase ndo foram detectados pelos autores, assim como no presente

estudo que utilizou outros oligonucleotideos iniciadores. O sistema mer € o
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modo mais comum de resisténcia bacteriana ao mercurio (Osborn et al., 1997;
Barkay et al., 2003), porém outros mecanismos podem estar envolvidos que

nao foram avaliados neste estudo.

Tabela 2. Valores da concentracdo minima inibitéria (CMI),
concentracdo minima biocida (CMB) dos metais e presenca (+) e auséncia (-)
dos genes merA e merB nos isolados avaliados.

CMI CMB Genes
Isolado (mM) (mM) e
Cd Hg Ni Pb Cd Hg Ni Pb A B
Pseudomonas sp.
B50A 2 092 7 18 11 0,99 >300 50 + o+
Pseudomonas
putida V1 3 092 5 18 30 0,99 230 50 + -

Apos 24 h de incubacdo em meio de cultura ambos os isolados
removeram aproximadamente 80% do mercurio adicionado ao meio de cultivo.
A remocado de mercurio por cepas resistentes também foi constatada por outros
autores Giovanella et al. 2010, Zhang et al. 2012; Cabral et al. 2013 e Sone et
al. 2013) que avaliaram bactérias do género Pseudomonas. Em geral, muitos
isolados resistentes ao mercurio possuem 0s genes do operon mer que
codificam proteinas com funcéo reguladora, de transporte, ligacdo extracelular
e a mercurio redutase (Silver & Hobman, 2007). Bactérias que possuem
operon mer sdo capazes de reduzir enzimaticamente o Hg (Il) para a forma
volatil e menos toxica de mercurio Hg (0), o que leva a uma remocéo efetiva do
mercurio presente no meio (Barkay et al., 2003; Barkay & Wagner-Ddbler,
2005).

A resposta da remogdo do cadmio foi positiva para ambos os

isolados (~ 60%), enquanto que a remocdo de niquel e chumbo foi pouco
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efetiva, ficando entre 1,7 e 6,5%. Possivelmente o cadmio foi biossorvido pelas
células durante o crescimento bacteriano. Beveridge (1989) sugere que um
componente significativo do metal adsorvido em células de bactérias Gram-
negativas € a ligacdo aos grupos fosforila da membrana externa e estruturas
associadas, como os fosfolipideos e os lipolissacarideos, enquanto que o
peptideoglicano estaria menos associado a adsor¢cdo nesse tipo de bactérias.
Além disso, muitos micro-organismos sintetizam polimeros extracelulares
(EPS) que se ligam a cations metélicos toxicos, protegendo 0s componentes
essenciais da célula (Bruins et al., 2000). Além disso, em caso de estresse
metalico, alguns micro-organismos podem expressar genes relacionados a
producdo de metalotioneinas (Morby et al.,1993), biofilmes (Harrison et al.,
2007) e sideroforos (Li et al., 1997). Essas estratégias de sobrevivéncia podem
levar a complexacéo, imobilizacdo, remocado e precipitacdo dos metais (Gadd,

2001).

Tabela 3. Remocao de metais em meio de cultura LB apds 24 h de
incubacéo a 30 °C.

Metal Removido (%)

Metal Pseudomonas Pseudomonas
sp. putida
B50A V1
Cd 64,00+2,66 60,88+2,77
Hg 82,24+2,15 83,67+1,25
Ni 1,72+0,24 6,50+0

Pb 5,96+1,51 5,58+0,27
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O cadmio afetou significativamente de forma negativa a capacidade
dos isolados Pseudomonas sp. B50A e P. putida V1 removerem Hg do meio de
cultivo e o crescimento celular (Figura 1). Embora o cadmio tenha interferido na
remocdo do Hg, o maximo efeito negativo foi de 10% nas maiores doses
testadas, o que significa um resultado promissor do ponto de vista pratico. A
queda das taxas de remocdo do Hg com o aumento das concentracdes de
cadmio pode estar relacionada a reducdo da biomassa ou queda da atividade
da enzima mercurio redutase. E possivel que tenha ocorrido a ligacéo dos fons
de cadmio com um grupo funcional essencial da mercurio redutase, resultando
numa mudanca conformacional ou apenas ocupando o sitio ativo da enzima.
No estudo de Ray et al., (1993) o cadmio inibiu 100% da atividade da enzima
mercurio redutase no extrato bruto de Beijerinckia mobilis na concentracdo de
10 pM. Por outro lado, Gachuy (1997), ndo constatou queda de atividade
enzimatica na redutase estudada apos a adicdo de cadmio, ao contrario do

calcio e cobre que inibiram parcialmente a enzima estudada.
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Figura 1. Remoc¢éo de Hg e crescimento bacteriano apds 24 horas
de incubacdo em meio LB suplementado com CdCl, por Pseudomonas sp.
B50A e Pseudomonas putida V1.

Para o isolado Pseudomonas sp. B50A o niquel promoveu
diminuicdo significativa na capacidade de remocdo do Hg em 8%, e
proporcionou um aumento pouco acentuado no crescimento celular (Figura 2).
Ja para o isolado P. putida V1 o efeito foi positivo na segunda concentracéo
testada (0,50 mM) tanto para a remoc¢ao de Hg quanto para o crescimento
celular (Figura 2). Para as concentragdes acima de 0,5 mM houve uma discreta
diminuicdo na remocé&o de Hg e diminui¢do significativa no crescimento celular.
Em baixas concentracbes o niquel é requerido como cofator para varias

enzimas Dbacterianas, entre elas, ureases, desidrogenases, COA

desidrogenase, metil coenzima M redutase e superoxido dismutase (Walsh &
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Orme-Johnson, 1987; Mulrooney & Hausinger, 2003), o que pode explicar o
aumento do crescimento dos isolados em algumas concentracdes testadas. No
entanto, em altas concentracbes o0 niquel € responsavel pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio, deterioracdo oxidativa de macromoléculas
biologicas e geracdo de radicais livres (Das, 2009), podendo deste modo

interferir no crescimento e permanéncia de células viaveis.
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Figura 2. Remocédo de Hg e crescimento bacteriano apds 24 horas
de incubacdo em meio LB suplementado com NiCl, por Pseudomonas sp.
B50A e Pseudomonas putida V1.

O aumento da concentracdo de chumbo nao comprometeu a
capacidade dos isolados Pseudomonas sp. B50A e P. putida V1 removerem Hg

do meio de cultivo (Figura 3). Ja o crescimento teve uma queda significativa a
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partir da primeira concentragao testada para Pseudomonas sp. B50A, enquanto
que o crescimento de P. putida V1 ndo foi influenciado. O efeito toxico do
chumbo para as células bacterianas esta relacionado a mudancas de
conformacdo de acidos nucleicos e proteinas, perturbacdo nas funcdes da
membrana celular e na fosforilacdo oxidativa (Jarostawiecka & Piotrowska-
Seget, 2014), que podem explicar o decréscimo da biomassa no caso de
Pseudomonas sp. B50A. Quanto ao isolado P. putida V1, pode-se supor que o
mesmo possua um sistema de remocao de Pb baseado em bombas de efluxo
gue é o modo mais comum de resisténcia ao chumbo (Nies, 1999) e assim ndo

ser afetado pelas doses crescentes de Pb no meio de cultivo.
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Figura 3. Remocdo de Hg e densidade épitca apds 24 horas de
incubacdo em meio LB suplementado com Pb(NOs3), por Pseudomonas sp.
B50A e Pseudomonas putida V1.
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De modo geral, o aumento do pH do efluente proporcionou uma
resposta negativa na remocado de Hg pelos isolados (Tabela 3). A resposta
negativa do aumento do pH foi mais acentuada para o isolado Pseudomonas
sp. B50A que para o isolado Pseudomonas putida V1, sendo que para ambos
os isolados a remocao foi inibida aproximadamente 100% em pH 9. Tanto
Pseudomonas sp. B50A quanto P. putida V1 apresentaram queda na remocao
de mercurio quando o pH foi aumentado de 6 para 7, indicando que esse
decréscimo na remocdo nao esta relacionado ao estresse fisioldgico. Esses
resultados sugerem que para os pHs mais baixos avaliados, os efeitos do pH
estejam mais relacionados a especiacdo quimica do mercurio, jA que as
mesmas variam de acordo com o pH (Morel et al., 1998) o que torna o mercurio
mais ou menos disponivel para os micro-organismos. Kelly et al., 2003
demonstraram que pequenas variacbes no pH podem influenciar na
biodisponibilidade do mercurio para as bactérias, de modo que em pHs mais
acidos ocorre maior captacdo de mercurio para o interior da célula bacteriana.
Nos pHs mais extremos avaliados (8 e 9) é presumivel que além da influéncia

da baixa biodisponibilidade do mercurio ocorra também um estresse fisioldgico.
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Tabela 3. Capacidade de remocédo de Hg pelos isolados em efluente industrial
em funcao da variacao do pH.

Hg Removido (%)

pH do Efluente ~ Pseudomonas Pseudomonas
sp. putida
B50A V1
6 76,73+2,63a 59,37+3,55a
7 69,82+3,72b 54,11+1,30ab
8 61,08+1,98c 51,05+2,15b
9 2,18+0,38d 2,2+0,33c

Valores em colunas com diferentes letras indicam diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,01).

A remocdo de mercurio pelos isolados Pseudomonas sp. B50A, P.
putida V1 e em consorcio foi avaliada durante 15 dias (Figuras 4 A,Be C). A
remocdo do mercurio ndo teve aumento significativo com a ampliacdo do
tempo de incubacéo para o isolado Pseudomonas sp. B50A, permanecendo
em torno de 75%. Quanto ao crescimento, ndo foi observada resposta positiva
expressiva nas primeiras 72 h de incubacdo e aos 15 dias houve queda
significativa no crescimento celular (Figura 4 A). Para o isolado Pseudomonas
putida V1 a remocdo de Hg teve aumento significativo aos 15 dias de
incubacédo, sendo removido 70% do mercurio adicionado ao efluente. Houve
crescimento da populacdo até as 72 h de incubacgéo sofrendo uma reducéo de
biomassa aos 15 dias (Figura 4 B). Em consorcio, a remoc¢do de Hg foi
dependente do tempo de incubagédo, embora isso tenha ocorrido apenas nas
primeiras 48 h e apos este periodo ndo houve diferenca significativa na taxa de
remocao (~75%). O crescimento teve uma fase lag inicial de até 48 h, uma fase
logaritmica as 72 h e aos 15 dias foi observada queda no crescimento do

consorcio (Figura 4 C).
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A taxa maxima de remocdo (80%) verificada no tratamento do
efluente, mesmo com longo periodo de incubac&do, pode ser atribuida a
deficiéncia de nutrientes ao longo do periodo para manter a populacdo
inoculada ativa. Nos trés tratamentos houve uma fase de declinio na populacdo
bacteriana aos 15 dias de incubacdo, o que significa perda de viabilidade e
morte celular. Além disso, a composicdo quimica do efluente pode interferir na
biodisponibilidade do mercurio para 0os micro-organismos, ja que o mercurio €
facilmente complexado nos solidos em suspensdo e outros componentes
organicos e inorganicos do efluente (Canstein et al., 1999). Outra possibilidade
diz respeito a enzima mercurio redutase que € fortemente dependente dos ions
em solucdo, sendo dificil prever a funcionalidade da mesma em um ambiente
complexo como um efluente industrial.
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B) Pseudomonas putida V1
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Figura 4. Remocao de mercurio e crescimento bacteriano em
efluente industrial ao longo do tempo. Pseudomonas sp. B50A (A),
Pseudomonas putida V1 (B) e consorcio (C).
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Para analisar as mudancas no perfil da comunidade bacteriana e
verificar a permanéncia do indculo durante a remocdo de mercurio no efluente
industrial foram realizadas analises de PCR-DGGE e calculado o indice de
Shannon-Wiener (Figura 5) (Tabela 4).

Nas primeiras 72 h de incubacéo houve pouca mudanca na estrutura
da comunidade bacteriana, sendo que os amplicons referentes ao inéculo dos
isolados estédo presentes até os 15 dias de incubacao (figura 5). Canstein et al.,
2002 ao avaliarem sete isolados resistentes ao mercurio no tratamento de
efluente da industria de cloro e soda, também constataram a persisténcia do
in6culo até o final do experimento.

Quando analisada a diversidade do controle (sem adicdo dos
isolados) no tempo zero, observamos a baixa diversidade de bactérias no
efluente industrial, podendo essa caracteristica ser atribuida a recalcitrancia do
efluente ou conforme Muller et al., (2002) a limitacdes da propria técnica de
PCR-DGGE para detectar a abundancia de espécies.

Com maior periodo de incubacdo (15 dias), verifica-se que as
comunidades bacterianas tanto do controle como nos diferentes tratamentos &
incrementada, apresentando perfis de comunidade néo relacionados. A maioria
dos estudos relata uma diminuicdo na diversidade como resultado da presséo
de selegcéao de um poluente (Nymam, 1999; Ramirez-Saad et al., 2000; Whiteley
et al.,, 2001). Porém neste estudo, mesmo o controle que permaneceu com
altas concentracdes de mercurio, teve um incremento na comunidade
bacteriana no decorrer do periodo de incubacéo. Isso pode estar relacionado a

temperatura de incubacdo, ao pH que foi ajustado para 6 ou ainda pelo
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aumento da concentracdo de oxigénio devido a agitacdo orbital. As
modificacdes das condicGes iniciais do efluente podem ter estimulado a
microbiota nativa e eventualmente algumas espécies tolerantes podem ter
aumentado em numero (Canstein et al., 2002), o que explicaria o resultado
observado.

Conforme o indice de Shennon-Wiener (tabela 4), com o tratamento
do efluente utilizando os isolados e consorcio, tem-se uma maior diversidade
bacteriana aos 15 dias de incubacdo se comparado ao controle. Isso se deve,
provavelmente, por consequéncia da remocdao do mercurio do efluente no
decorrer do periodo. Nessas condicdes, a populacdo autoctone que
permanecia latente no efluente pode ter sido estimulada. Eichner et al., 2000 e
Yan, 2011 também verificaram que com o tempo, apdés a reducdo da

concentracdo do poluente a diversidade bacteriana aumenta.
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Figura 5. Comparacao do perfil da comunidade bacteriana durante o
tratamento do efluente industrial contaminado com mercurio utilizando DGGE,
com base na amplificacdo dos genes da regido 16S rDNA.
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Tabela 4. Determinacéo do indice de diversidade de espécie H’
(Shannon-Wiener) no tratamento de efluente industrial nos diferentes tempos
avaliados.

Tempo de incubacao Tratamento Indice de Shannon-Wiener

(H’)
V1 (cultura pura) 0,7782
B50A (cultura pura) 0,7782
controle 0,6990
Isolado V1 0,7782
Zero

Isolado B50A 0,7782
Consorcio 0,7782
controle 0,6321
Isolado V1 0,7782

24 horas
Isolado B50A 0,8451
Consorcio 0,7782
controle 0,6021
Isolado V1 0,6990

72 horas
Isolado B50A 0,8451
Consorcio 0,7782
controle 0,9031
, Isolado V1 1,1461

15 dias
Isolado B50A 1,0792
Consorcio 1,0414

Quando mercurio, niquel, cadmio e chumbo foram adicionados
simultaneamente no efluente, houve uma diminuicdo significativa no
crescimento do consércio microbiano nas primeiras 24 h de incubacéo (Figura
5). Pode-se perceber que o consércio se manteve em fase lag até as 72h de
incubacéo, tendo um aumento de biomassa aos 15 dias, no entanto esse
aumento ficou préximo a contagem do indculo inicial. Efeito negativo
significativo foi verificado na capacidade do consércio remover mercurio € 0s

outros metais. Embora o crescimento do consércio tenha sido baixo, a resposta
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de remocao parece estar relacionada ao aumento da contagem microbiana no
efluente.

Esses resultados sugerem que a presenca de multiplos metais
impbe uma resposta toxica maior em comparacdo a exposicdo aos metais
individualmente, ja que as concentracdes inibitérias desses metais foram
bastante altas. O efeito sinérgico do Hg, Cd, Ni e Pb e da toxicidade do proprio
efluente, causou inibicdo do crescimento do consorcio bacteriano levando a
uma resposta pouco efetiva no que se refere a remocdo do mercurio e dos

outros metais no efluente industrial.
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Pseudomonas putida V1.
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Conclusdes

Os isolados Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1
possuem alta resisténcia ao mercuario, cadmio, niquel e chumbo. A presenca
dos genes merA indicam que a remogao do mercurio se da por volatilizagdo. A
remocao de mercurio ndo € comprometida com a presenca de outros metais
em meio de cultura. Embora os isolados e o consoércio sejam competentes em
remover mercurio do efluente, quando na presenca de multiplos metais ocorre
inibicdo do crescimento e.perda da habilidade de remover Hg. A analise da
estrutura da comunidade bacteriana pela técnica de PCR-DGGE mostra que é
possivel determinar a sobrevivéncia do in6culo durante a remocéo do mercurio,
sendo que esse método pode ser utilizado para monitoramento dos mesmos
durante o tratamento de efluentes. Os isolados avaliados neste trabalho séo
recomendados para tratamento de efluentes contaminados com mercurio,
contudo contaminacdes mais complexas (com outros metais) exigem a
utilizacdo concomitante de outros métodos ou ainda outros micro-organismos

nao avaliados neste estudo.

Referéncias bibliograficas

ABOU-SHANAB, R. A.; VAN BERKUM, P.; ANGLE, J.S. Heavy metal
resistance and genotypic analysis of metal resistance genes in gram-positive
and gram-negative bacteria present in Ni-rich serpentine soil and in the
rhizosphere of Alyssum murale. Chemosphere, v. 68, p. 360-367, 2007.

BAKER-AUSTIN, C. et al. Co-selection of antibiotic and metal resistance.
Trends in Microbiology, v. 14, p. 176-182, 2006.

BARKAY, T.; MILLER, S. M.; SUMMERS, A. Bacterial mercury resistance from
atoms to ecosystems. FEMS Microbiology Reviews, v. 27, p. 355-384, 2003.



132

BARKAY, T; WAGNER-DOBLER, I. Microbial Transformations of Mercury:
Potentials, Challenges, and Achievements in Controlling Mercury Toxicity in the
Environment. Advances in Applied Microbiology, v. 57, p. 1-52, 2005.

BEVERIDGE, T.J. Role of cellular design in bacterial metal accumulation and
mineralization. Annual Riview of Microbiology, v. 43, p 147-171,1989.

BOENING, D.W. Ecological effects, transport, and fate of mercury: a general
review. Chemosphere, v. 40, p.1335-1351, 2000.

BRUINS, M.R.; KAPIL, S.; OEHME, F.W. Microbial resistance to metals in the
environment. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 45, p.198-207,
2000.

Cabral L, Giovanella P, Gianello C, Bento FM, Andreazza R, Camargo FAO
Isolation and characterization of bacteria from mercury contaminated sites in
Rio Grande do Sul, Brazil, and assessment of methylmercury removal capability
of a Pseudomonas putida V1 strain. Biodegradation, v. 24, p.319-331, 2013.

CAMARGO FAO, BENTO FM, JACQUES RJS (2007) Uso de
microrganismos para remediacdo de metais. In: Ceretta CA, Silva LS,
Reichert JM (eds) Topicos em Ciéncia do Solo. Sociedade Brasileira de Ciéncia
do Solo, Minas Gerais, pp 468—496.

CANSTEIN, H. VON; KELLY, S.; LI, Y.; WAGNER-DOBLER; |. Species
diversity improves the efficiency of mercury-reducing biofilms under changing
environmental conditions. Applied Environmental Microbiology, v. 68, p.
2829-2837, 2002.

DRISCOLL, C.T.; MASON, R.P.; CHAN, H.M.; JACOB, D.J.; PIRRONE, N.
Mercury as a global pollutant: Sources, pathways, and effects. Environmental
Science & Technology, v. 47, p.:4967-4983, 2013.

EICHNER, C.A.; ERB, RW.; TIMMIS, K.N.; WAGNER-DOBLER, |. Thermal
gradient gel electrophoresis analysis of bioprotection from pollutant shocks in
the activated sludge microbial community. Applied and Environmental
Microbiology, v. 65, p. 102-109, 1999.

FU, F.L.; WANG, Q. Removal of heavy metal ions from wastewaters: a review.
Journal of Environmental Management, v. 92, p. 407-418, 2011.

GACHHUY, J. R. et al. Studies on Mercury-detoxicating Enzymes from a Broad-
Spectrum Mercury-Resistant Strain  of Flavobacterium rigense. Folia
Microbiologica, v.42, p. 337-343, 1997.

GADD, G. M. Microbial metal transformations. Journal Microbiology. v. 39, p.
83-88, 2001.



133

HARRISON , J. J.; CERI, H.; TURNER, R.J. Multimetal resistance and
tolerance in microbial biofilms. Nature Reviews — Microbiology. v. 5, p. 927-
938, 2007.

KANG, C.; WU, P.; LI, Y.; RUAN, B.; ZHU, N.; DANG, Z. Estimates of heavy
metal tolerance and chromium(VI) reducing ability of Pseudomonas aeruginosa
CCTCC AB93066: chromium(VI) toxicity and environmental parameters
optimization. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 10, p.
2733-46, 2014.

KELLY, C.A.; RUDD, J.W.M.; HOLOKA, M.H. Effect of pH on mercury uptake
by aquatic bacterium: implications for Hg cycling. Environmental Science and
Technology, v. 37, p. 2941—- 2946, 2003.

KERAMATI, P.; HOODAJI, M.; TAHMOURESPOUR, A. Multi-metal resistance
study of bacteria highly resistant to mercury isolated from dental clinic effluent.
African Journal of Microbiology Research, p. 5, v. 831-837, 2011.

KUSAL, K. DAS. A comprehensive review on nickel (II) and chromium VI
toxicities - possible antioxidant (Allium sativum Linn) defences, The American
Journal of the Medical Sciences, v. 2, p. 43 -50, 2009.

LI, C., XU, Y., JIANG, W., DONG, X., WANG, D., LIU, B. Effect of NaCl on the
heavy metal tolerance and bioaccumulation of Zygosaccharomyces rouxii and
Saccharomyces cerevisiae. Bioresource Technology, v. 43, p. 46-52, 2013.

LIEBERT C. A.; WIREMAN, J.; SMITH SUMMERS, A. O. Phylogeny of mercury
resistance (mer) operons of gram-negative bacteria isolated from the fecal flora
of primates. Applied and Environmental Microbiology, v. 63, p. 1066—1076,
1997.

MAILA, M.P.; RANDIMA, P.; DRONEN, K.; CLOETE, T.E. Soil microbial
communities: Influence of geographic location and hydrocarbon pollutants.
Journal of Soil Biology and Biochemistry, v. 38, p. 303-310, 2006.

MALIK, A.; ALEEM, A. Incidence of metal and antibiotic resistance in
Pseudomonas spp. from the river water, agricultural soil irrigated with
wastewater and groundwater. Environmental Monitoring and Assessment, v.
178, p. 293-30, 2011

MAXSON, P. Dynamics of Mercury Pollution on Regional and Global Scales. In:
Pirrone N, Mahaffey KR (eds) Atmospheric Processes and Human
Exposures Around the World. Springer: New York, pp 25-50, 2005.

MISHRA, A.;: MALIK, A. Recent advances in microbial metal bioaccumulation.
Critical Reviews in Environmental Science and Technology, v. 43, p. 1162—
1222, 2013.



134

Método EPA 7471B; Mercury in Solid or Semisolid Waste - Manual Cold-
VaporTechinique;
http://www.epa.gov/osw/hazard/testmethods/sw846/pdfs/7471b.pdf, acessada
em Janeiro de 2009.

MORBY, A.P.; TURNER, J.S.; HUCKLE, JW.; ROBINSON, N.J. SmtB is a
metal-dependent repressor of the cyanobacterial metallothionein gene smtA:
Identification of a Zn-inhibited DNA-protein complex. Nucleic Acid Research.
v.21,n.4,p. 921-925, 1993.

MOREL, F.M.M.; KRAEPIEL, A.M.L.; AMYOT, M. The Chemical Cycle and
Bioaccumulation of Mercury. Annual Review of Ecology and Systematics, v.
29, p. 543-566, 1998.

MULLER, A.K.; WESTERGAARD, K.; CHRISTENSEN, S.; SORENSEN, S.J.
The diversity and function of soil microbial communities exposed to different
disturbances. Microbial Ecology, v. 44, p. 49 — 58, 2002.

MULROONEY, S.B.; HAUSINGER, R.P. Nickel uptake and utilization by
microorganisms. FEMS Microbiology Reviews, v. 27, p. 239-261, 2003.

MUYZER, G.; DE WAAL, D.C.; UITTERLINDEN, A.G. Profiling of complex
microbial populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of
polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Applied and
Environmental Microbiology, v. 59, p. 695-700, 1993.

NAJA, G. M.; VOLESKY, B. Treatment of metal-bearing effluents: removal and
recovery. In: Wang LK, Chen JP, Hung YT, Shammas NK (eds) Handbook on
heavy metals in the environment. CRC Press, Boca Raton, pp 247-29, 2010.

NIES DH Microbial heavy-metal resistance. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 51, p. 730-750, 1999.

NYMAN, J. A. Effect of crude oil and chemical additives on metabolic activity of
mixed microbial populations in fresh marsh soils. Microbial Ecology, v. 37,
p.152-162, 1999.

OSBORN, A.M.; BRUCE, K.D.; STRIKE, Pp.; RITCHIE, D.A. Distribution,
diversity and evolution of the bacterial mercury resistance (mer) operon. FEMS
Microbiology Reviews, v. 19, p. 239-262, 1997.

RAMIREZ-SAAD, H. C.; SESSITSCH, A.; DE VOS, W.M.; AKKERMANS, A.D.
Bacterial community changes and enrichment of Burkholderia-like bacteria
induced by chlorinated benzoates in a peat-forest soil-microcosm. Systematic
and Applied Microbiology, v. 23, p. 591-598, 2000.



135

RAY, S. et al. Studies on the mercury volatilizing enzymes in nitrogen-fixing
Beijerinckia mobilis. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 9,
p. 184-186, 1993.

RODRIGUES, W.C. 2007. DivEs - Diversidade de Espécies - Guia do Usuério.
Seropédica:  Entomologistas do Brasil. 9 p. Disponivel em:
http://www.ebras.bio.br/dives/dives2_guia_user.pdf.

SANTOS-GOLDELMAN et al. Mercury and methylmercury detoxification
potential by sponge-associated bacteria. Antonie Van Leuwenhoek, v. 106, n.
3, p. 585-590, 2014.

SARMA, B.; ACHARYA, C.; JOSHI, S.R. Pseudomonads: A versatile bacterial
group exhibiting dual resistance to metals and antibiotics. African Journal of
Micorbiology Research, v. 4, p. 2828- 2835, 2010.

SILVER, S.; HOBMAN, J. L. Mercury Microbiology: Resistance Systems,
Environmental Aspects, Methylation, and Human Health. Microbiology
Monograhs, v. 6, p. 357-370, 2007.

TEEMU, H.; SEPPO, S.; JUSSI, M.; RAIJA, T.; KALLE, L. Reversible surface
binding of cadmium and lead by lactic acid and bifidobacteria. International
Journal of Food Microbiology, v. 125, p. 170-175, 2008.

UNEP. http://www.chem.unep.ch/mercury/report/GMA-report-TOC.htm.
acessada em 23 de Setembro de 2013.

WAALKES M.P.; COOGAN, T.P.; BARTER, R.A. Toxicological principles of
metal carcinogenesis with special emphasis on cadmium. Critical Reviews in
Toxicology, v. 22, p. 175-201, 1992.

WALSH, C.T. & ORME-JOHNSON, W.H. Nickel enzymes. Biochemistry, v. 26,
p. 4901-4906, 1987.

WHITELEY, M.; OTT, J.R.; WEAVER, E.A.;, MCLEAN, R.J. Effects of
community composition and growth rate on aquifer biofilm bacteria and their
susceptibility to betadine disinfection. Environmental Microbiology, v. 3, p.
43-52, 2001.

YAN, R.; YANG, F.; WU, Y.; HU, Z.; NATH, B.; YANG, L.; FANG, Y. Cadmium
and mercury removal from non-point source wastewater by a hybrid bioreactor.
Bioresource Technology, v. 102, n. 21, p. 9927-9932, 2011.

ZHANG, W.; CHEN, L.; LIU, D. Characterization of a marine-isolated mercury
resistant Pseudomonas putida strain SP1 and its potential application in marine
mercury reduction. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 93, p. 1305—-
1314, 2012..



4. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAIS

Apesar de o mercurio ser toxico, tanto para células eucaridticas
quanto para procarigticas, alguns micro-organismos possuem mecanismos de
resisténcia a esse metal. Bactérias que possuem operon mer sdo capazes de
reduzir enzimaticamente o mercurio (Il) para a forma volatil e menos téxica de
mercurio Hg (0) (Nies, 1999; Barkay et al., 2003; Barkay & Wagner-Débler,
2005; Zhang & Wang, 2006; Dash & Das, 2012).

Nos dUltimos anos, tém se dado maior atencdo aos métodos
biolégicos de remediacdo de metais pesados, devido ao baixo custo de
operacdo, alta eficiéncia de remocdo, bom desempenho em baixas
concentracbes de metais (Teemu et al., 2008) e por serem alternativas mais
ecologicamente corretas (Mishra & Malik, 2013). Nesse contexto, as bactérias
sdo candidatas promissoras por apresentarem sistemas especializados de
resisténcia aos metais (Nies, 1999).

Este trabalho avaliou a viabilidade da utilizacdo do glicerol residual
como fonte de carbono para a remocédo biologica de Hg, pesquisou bactérias
para remediacdo de ambientes com contaminacbes complexas e aplicou a
técnica de bioaumentacdo no tratamento de efluentes industriais contaminados

com mercurio e co-contaminados com outros metais.
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No primeiro estudo, trinta e cinco isolados resistentes ao Hg foram
avaliados quanto ao crescimento em glicerol como Unica fonte de carbono.
Destes, oito isolados bacterianos apresentaram crescimento apos 48 h de
incubacdo em MM1 acrescido de glicerol comercial (99%) e foram selecionados
para os demais experimentos.

Apenas os isolados Pseudomonas sp. B50A, P. mirabilis M50C e K.
pneumoniae PLB apresentaram crescimento em meio de cultivo contendo
glicerol residual como fonte de carbono sem adicéo de extrato de levedura . Os
trés isolados degradaram o glicerol e removeram Hg do meio de cultivo, porém
o crescimento bacteriano foi afetado negativamente pelo meio de cultivo se
comparado ao meio LB. Isso pode ser devido a composicao do glicerol residual
gue contém substancias associadas como o hidroxido de sodio e metanol que
podem inibir o crescimento bacteriano (Thonpson & He, 2006).

Os melhores resultados para remocdo de Hg e degradacdo do
glicerol foram obtidos utilizando os isolados Serratia marcescens M25C (85 e
100%), Klebsiella pneumoniae PLB (90 e 100%), Klebsiella oxytoca U14 (90 e
100%) e Arthrobacter sp. U3 (80 e 65%) e com adicdo de 0,5 g L™ de extrato
de levedura no meio de cultivo. E provavel que essa resposta positiva esteja
relacionada ao incremento nutricional fornecido pelo extrato de levedura. Ja
gue o mesmo, além de fornecer fonte extra de nitrogénio e vitaminas, também
possui fonte de carbono que pode ser utilizada para a producdo da biomassa
(Nikel et al,. 2010).

S80 escassos 0s estudos que reportam bactérias do género

Arhtrobacter como removedoras de mercurio e nenhuma informacdo esta
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disponivel referindo-se ao potencial de degradar glicerol residual. Esses
actinomicetos representam potencial para o uso direto no ambiente, pois
possuem baixa patogenicidade (Bernasconi et al., 2004), e crescem mais
rapidamente do que outras espécies bacterianas em ambientes estressados,
como em pHs alcalinos e contaminados com metais (Camargo et al., 2004).
Isso se deve a sua versatilidade metabdlica e a capacidade que possuem de
desintoxicar/degradar xenobidticos organicos e metais (Sajjaphan, 2004).
Neste estudo foi apresentada a caracterizacdo inicial do isolado Arthrobacter
sp. U3 e as informacgdes obtidas sugerem que esta linhagem pode ser utilizada
como tecnologia de baixo custo para tratamento de efluentes contaminados
com Hg e com baixas taxas de carbono metabolizavel.

Na perspectiva das pesquisas envolvendo metais, a urgéncia esta
em estudar micro-organismos com diferentes mecanismos de resisténcia, a fim
de se encontrar candidatos potenciais a biorremediacdo de ambientes com
contamina¢des mais complexas. Deste modo, no segundo artigo desta tese
procurou-se investigar a remocdo de mercurio na presenca de outros metais,
abordar a possibilidade da utilizacdo de um micro-organismo capaz de remover
além do mercuario, outros metais e investigar quais 0s mecanismos de
resisténcia aos metais estdo envolvidos.

A remocgdo de mercurio na presenca de outros metais foi observada.
O isolado Pseudomonas sp B50D foi o que apresentou melhor desempenho
quando avaliada remoc¢do de mercurio concomitante a outros metais. Sua
capacidade de remover Hg na presenca de Cd foi de 75%, havendo diferenca

significativa negativa em comparagcao a remoc¢édo sem adi¢cao de Cd. Enquanto
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gue na presenca de Ni e Pb ele manteve a capacidade inicial de remocao de
Hg (91%). A diminuicdo da remocao do Hg pode estar relacionada a inibicdo da
enzima mercurio redutase pela presenca do cadmio no meio. Sugerimos essa
justificativa baseada no apoio do estudo conduzido por Ray et al., (1993), em
gue constatou que o cadmio inibiu 100% da atividade da enzima mercurio
redutase no extrato bruto de Beijerinckia mobilis na concentragcdo de 10 pM.
Além da remocao do mercurio, o isolado removeu 60% (Cd), 90% (Ni) e 85%
de Pb. Em nosso estudo foi verificada queda significativa da remocédo de Cd
guando a concentracdo foi aumentada para 0,3 mM e 0,4mM. Wang et al.,
(1997) também observaram queda na remocdo com O aumento da
concentracdo de Cd no meio. Essa resposta pode estar relacionada a
saturacao da superficie celular disponivel para biossorcdo (Vullo et al., 2008).
Diferentemente do cadmio, o niquel apresentou resposta positiva nas maiores
doses testadas. Isso pode estar relacionado a condicdo de estresse sofrida
pela bactéria com o aumento das concentracdes de niquel. Em caso de
estresse metalico, alguns micro-organismos podem expressar genes
relacionados a producdo de metalotioneinas (Morby et al.,1993), biofilmes
(Harrison et al., 2007) e sideroforos (Li et al., 1997) que podem levar a
complexacao, imibilizac&o, e precipitacdo dos metais (Gadd, 2001).

No que se refere a resisténcia aos metais, Pseudomonas sp. B50D
foi multimetal resistente. Essa informacdo nos revela que provavelmente esse
isolado possua 0 mecanismo de co-resisténcia, o qual pode resultar num
fendtipo de multiplos mecanismos de resisténcia permitindo uma defesa celular

mais ampla (Baker-Austin et al., 2006, Sarma et al., 2010).



140

Para elucidar os mecanismos de resisténcia aos metais do isolado
Pseudomonas sp B50D, foram avaliados o local da bioacumulagéo, producgéo
de biofilmes e producéo de siderdéforos.

Verificamos que para os trés metais avaliados (Cd, Ni e Pb) o
montante maior de acumulacédo ocorre na superficie celular. A parede celular
das bactérias pode impedir o fluxo de ions metélicos para o interior da célula a
partir da biossorcdo em sua estrutura complexa. Os fosfolipideos da membrana
externa possuem grupos fosforilados podendo também ser uma regido de
adsorcdo nesse tipo de células (Beveridge & Murray, 1980; Graham &
Beveridge, 1994).

Muitos micro-organismos sintetizam polimeros extracelulares (EPS)
que se ligam a cations metalicos toxicos, protegendo 0Ss componentes
essenciais da célula (Bruins et al., 2000). Cadmio, chumbo, niquel e mercurio
estimularam a producdo de biofilmes pelo isolado Pseudomonas sp. B50D.
Esse tipo de resposta pode ser vista como um processo de diversificacao
fenotipica dependente da concentracdo de espécies metalicas (Harrison et al.,
2007).

Essas caracteristicas (biossor¢cao na parede celular e producédo de
biofilmes) tém um significado relevante no que se refere a tratamento de
efluentes contaminados com metais, pois a biossor¢cdo vem sendo apontada
como uma biotecnologia promissora para remoc¢ao de poluentes em solugéo
(Tsezos, 2001; Volesk, 2007; Fu & Wang, 2011).

Os metais Hg, Ni e Pb promoveram um aumento na producgéo de

sideroforos pelo isolado Pseudomonas sp. B50D em relacdo ao controle.
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Marcadamente o mercurio e o niquel geraram um efeito positivo na producao
de sideroforos, dependendo do aumento da concentracdo dos mesmos no
meio de cultivo. JA o cadmio, ndo estimulou a producdo de sideréforos em
nenhuma das concentracdes testadas. Estudos anteriores mostram que 0s
metais como mercurio, chumbo e niquel podem estimular a producdo de
sideroforos (Dao et al.,, 2001; Naik & Dubey, 2011; Braud et al., 2009). A
producdo de sideroforos induzida por metais tOxicos sugere que esses
guelantes, podem exercer um papel importante na tolerancia das bactérias aos
metais pesados (Li et al., 1997). O complexo metal/sideréforo gerado no meio
extracelular reduz a concentracdo de metais livres, e afeta a difusdo destes
para dentro da célula (a massa molecular metal/sider6foro ndo difunde via
porinas). Assim, a concentragao intracelular de metais toxicos se mantém baixa
e consequentemente a tolerancia microbiana ao metal aumenta (Schalk et al.,
2011).

Muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade das bactérias
removerem mercurio em meios de cultura. No entanto, pouco se sabe sobre a
resposta da remocdo do mercurio pelas bactérias resistentes em efluentes
industriais, ou ainda, efluentes co-contaminados com outros metais. Nesse
sentido, o terceiro estudo desta tese buscou avaliar esta possibilidade no
tratamento de efluentes industriais.

O efluente industrial utilizado neste estudo foi obtido na empresa
gerenciadora de residuos industriais UTRESA de Estancia Velha — RS. Pelo
fato deste efluente conter baixas concentragdes dos metais de interesse nesse

estudo, ele foi artificialmente contaminado com 0s metais.
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Tanto Pseudomonas sp B50A quanto Pseudomonas putida V1
apresentaram alta resisténcia aos metais avaliados. A concentracdo minima
inibitéria variou de 0,92 mM para o mercurio a 18 mM para o chumbo. Ja a
concentracdo minima biocida variou de 0,99 mM para o mercurio e mais de 300
mM para o niquel. Bactérias do género Pseudomonas geralmente apresentam
alta resisténcia a diversos metais. Malik & Aleen, (2011) avaliaram 144
bactérias desse género e observaram alto indice de resisténcia aos diferentes
metais avaliados. Assim como neste estudo, Zhang et al., (2012) e Kang et al.,
(2014) ao estudarem a resisténcia aos metais de isolados de Pseudomonas
também verificaram que o mercurio foi o mais téxico, sendo o que apresenta as
menores concentracdes inibitdrias.

Em meio de cultura ambos os isolados removeram aproximadamente
80% do mercurio. O mecanismo mais comum para remocado de mercurio por
bactérias resistentes ocorre por volatilizacdo. Embora neste estudo tenha sido
avaliada de forma indireta a capacidade de volatilizacdo (quantificacdo da
concentracdo remanescente), é bastante provavel que a remocao do Hg pelos
isolados tenha ocorrido por volatilizacdo, pois foi confirmada a presenca do
gene merA pela técnica de PCR.

Quando avaliada a remocédo de Cd em meio de cultura, a resposta
foi positiva para ambos os isolados (~ 60%), enquanto que a remocgao de
niguel e chumbo foi pouco efetiva, ficando entre 1,7 e 6,5%. Em caso de
estresse metalico, alguns micro-organismos podem expressar genes
relacionados a producdo de metalotioneinas (Morby et al.,1993), biofilmes

(Harrison et al., 2007) e sideréforos (Li et al., 1997). Essas sao estratégias de
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sobrevivéncia que podem levar a complexacdo, imobilizagcdo, remocdo e
precipitacdo dos metais (Gadd, 2001), protegendo componentes essenciais da
célula.

O cadmio afetou significativamente de forma negativa a capacidade
dos isolados Pseudomonas sp. B50A e P. putida V1 removerem Hg. Ainda que
o cadmio tenha interferido na remocéao do Hg, o maximo efeito negativo foi de
10% nas maiores doses testadas, o que significa um resultado promissor do
ponto de vista pratico.

Para o isolado Pseudomonas sp. B50A o niquel promoveu
diminuicao significativa na capacidade de remocdo do Hg em 8%, ja para o
isolado P. putida V1 o efeito foi positivo ha segunda concentracéo testada (0,50
mM) para a remocdo de Hg enquanto que concentracdes acima de 0,5 mM
geraram uma discreta diminuicdo na remoc¢do mercurio. Em altas
concentracfes o niquel é responsavel pela geracdo de espécies reativas de
oxigénio, deterioracdo oxidativa de macromoléculas biolégicas e geracdo de
radicais livres (Das, 2009), podendo deste modo interferir no crescimento e
permanéncia de células viaveis.

O aumento da concentracdo de chumbo ndo comprometeu a
capacidade dos isolados Pseudomonas sp. B50A e P. putida V1 removerem Hg
do meio de cultivo, evidenciando que a co-contaminagao por esse metal pode
nao ser um impedimento do uso em efluentes.

De modo geral, o0 aumento do pH do efluente proporcionou uma
resposta negativa na remocao de Hg pelos isolados, sendo que para ambos os

isolados a remocé&o foi inibida aproximadamente 100% em pH 9. Esses
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resultados sugerem que para os pHs mais baixos avaliados, os efeitos do pH
estejam mais relacionados a especiacdo quimica do mercurio, jA que as
mesmas variam de acordo com o pH (Morel et al., 1998) o que torna o mercurio
mais ou menos disponivel para os micro-organismos. Nos pHs mais extremos
avaliados (8 e 9) €& presumivel que além da influéncia da baixa
biodisponibilidade do mercuario ocorra também um estresse fisioldgico.

A remocdo de mercurio pelos isolados Pseudomonas sp. B50A, P.
putida V1 e em consorcio foi avaliada em efluente industrial durante 15 dias e a
taxa maxima de remocéo foi de 80%. Essa resposta verificada no tratamento
do efluente, mesmo com longo periodo de incubacdo, pode ser atribuida a
deficiéncia de nutrientes ao longo do periodo para manter a populacdo
inoculada ativa. Além disso, a enzima mercurio redutase pode ter sido inibida
pelos ions em solucdo e outros constituintes do efluente, sendo dificil prever a
funcionalidade da mesma em um ambiente complexo como um efluente
industrial. Como o mercurio € facilmente complexado nos sélidos em
suspensao e outros componentes organicos e inorganicos do efluente (von
Canstein et al., 1999), pode ter permanecido indisponivel para as bactérias
atuarem de forma efetiva na remocao.

Para analisar as mudancas no perfil da comunidade bacteriana e
verificar a permanéncia do inéculo durante a remogédo de mercurio no efluente
industrial foram realizadas anélises de PCR-DGGE e calculado o indice de
Shannon-Wiener.

Nas primeiras 72 h de incubac&o houve pouca mudanca na estrutura

da comunidade bacteriana. Porém foi observado que os amplicons referentes
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ao inoculo dos isolados adicionados, foram identificados pela banda no gel até
os 15 dias de incubacéo. Canstein et al., (2002) avaliaram a capacidade de
remocao de Hg de sete isolados bacterianos, em biorreatores durante 81 dias
no tratamento de efluente da industria de cloro e soda e também constataram a
persisténcia do inoculo até o final do experimento. Os autores utilizaram para
isso a técnica RISA onde o perfil de comunidade é avaliado em gel de
poliacrilamida, como no presente estudo.

Com maior periodo de incubacdo (15 dias), verifica-se que as
comunidades bacterianas tanto do controle como nos diferentes tratamentos
(com adicdo dos isolados bacterianos resistentes) € incrementada,
apresentando perfis de comunidade n&o relacionados. A maioria dos estudos
relata uma diminuicdo na diversidade como resultado da pressao de selecao de
um poluente (Nymam, 1999; Ramirez-Saad et al., 2000; Whiteley et al., 2001).
Porém neste estudo, mesmo o0 controle que permaneceu com altas
concentracfes de mercurio, teve um incremento na comunidade bacteriana no
decorrer do periodo de incubacao. Isso pode estar relacionado a temperatura
de incubacdo, ao pH que foi ajustado para 6 ou ainda pelo aumento da
concentracdo de oxigénio devido a agitacdo orbital. As modificacbes das
condicBes iniciais do efluente podem ter estimulado a microbiota nativa e
eventualmente algumas espécies tolerantes podem ter aumentado em nimero
(Canstein et al., 2002), o que explicaria o resultado observado.

Conforme o indice de Shannon-Wiener que determina o indice de
diversidade de espécies, com o tratamento do efluente utilizando os isolados e

consoércio, tem-se uma maior diversidade bacteriana aos 15 dias de incubacgéo
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se comparado ao controle. Isso se deve, provavelmente, por consequéncia da
remocao do mercurio do efluente no decorrer do periodo. Nessas condi¢cdes, a
populacdo autéctone que permanecia latente no efluente pode ter sido
estimulada. Eichner et al., (2000) e Yan, (2011) também verificaram que com o
tempo, apos a reducédo da concentracdo do poluente a diversidade bacteriana
aumenta.

Em nosso estudo ndo foi possivel conhecer a composicdo da
comunidade em nivel de espécie, pois as amostras ndao foram enviadas para o
sequenciamento antes da defesa da tese. Porém estes resultados seréo
incluidos no estudo para ser encaminhado para publicacao.

Diferentes espécies de bactérias capazes de remover mercurio vém
sendo isoladas e caracterizadas (Zhang et al., 2012; Cabral et al., 2013; Sone
et al., 2013). Contudo, particularmente em efluentes, as limitacbes associadas
ao processo nado tém sido exploradas para uma melhor avaliacdo da real
aplicabilidade da biorremediacdo por bactérias resistentes. Neste estudo,
ficaram evidentes as dificuldades e a importancia de se investigar o impacto
das interacbes de diferentes agentes toxicos e os problemas inerentes ao
proprio efluente industrial. Revelando que o grande desafio € otimizar
condicBes e procedimentos para manter os niveis de contaminantes, nutrientes

e pH ideais para uma melhor atividade microbiana.



5. CONCLUSOES

- Dez isolados Gram-negativos avaliados neste estudo possuem 0s
genes merA e capacidade de remover Hg, o que confirma que a remocao para
estes isolados ocorra por volatilizacao;

- Este trabalho demonstra a viabilidade da utilizagdo de glicerol
residual como fonte de carbono para remocéo bacteriana do Hg de ambientes
contaminados e com baixas concentracdes de carbono;

- O isolado Pseudomonas sp. B50D foi o que apresentou melhor
desempenho quando avaliada remocdo de mercurio concomitante a outros
metais, sendo um candidato com potencial aplicacdo na biorremediacéo de
efluentes com contamina¢Bes metélicas complexas;

- Os isolados Pseudomonas sp. B50A e Pseudomonas putida V1
sdo competentes em remover mercurio do efluente, porém quando na presenca
de multiplos metais ocorre inibicdo do crescimento e.perda da habilidade de
remover Hg. Deste modo sdo recomendados para tratamento de efluentes
contaminados com mercurio, contudo contaminagcfes mais complexas (com
outros metais) exigem a utilizacdo concomitante de outros métodos ou ainda

outros micro-organismos nao avaliados neste estudo.
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- Neste estudo, ficaram evidentes as dificuldades e a importancia de
se investigar o impacto das interacbes de diferentes agentes téxicos e do
proprio efluente industrial. Revelando que o grande desafio € otimizar
condicdes e procedimentos para manter os niveis de contaminantes, nutrientes

e pH ideais para uma melhor atividade da bactéria removedora de mercurio.
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