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ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS RESISTENTES A MERCURIO E
CARAlCTERIZA(;AO DA MERCURIO REDUTASE DE Pseudomonas sp.
B50A

Autor: Patricia Giovanella Grazziotin
Orientador: Flavio A. de Oliveira Camargo

Resumo

O mercurio (Hg) € um dos metais com maior impacto sobre 0s ecossistemas e
sua presenca no ambiente tem origem natural ou antropogénica. O acumulo do
mercurio no ambiente tem afetado a integridade dos ecossistemas e a saude
do homem. Contudo, algumas bactérias desenvolveram mecanismos de
resisténcia, e com isso desempenham um papel muito importante na reducéo
enzimatica de Hg (Il) a Hg®, a qual é uma forma volatil e de menor toxicidade
deste metal. Assim, a reducdo microbiana de Hg (ll) representa um recurso
para desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento de residuos que
contenham este metal, oferecendo vantagens, como baixo custo operacional e
alta eficiéncia na remocéo de mercurio. Deste modo, os objetivos do estudo
foram isolar microrganismos resistentes a mercurio; determinar a concentracao
inibitéria minima de Hg; bem como, estimar a capacidade de volatilizacdo de
mercurio pelos microrganismos selecionados; a dinamica da volatilizacdo do
mercurio; e a caracterizacdo da enzima mercurio redutase produzida pelo
isolado B50A. Foram selecionadas 16 bactérias Gram-negativas resistentes a
altas concentracées de mercurio (50 mg L™ a 210 mg L™?), sendo que todos os
isolados foram capazes de volatilizar este metal. Os isolados B50A e M50C,
volatilizaram 86% do mercurio presente no meio e a remo¢ao de Hg (ll) nédo
dependeu de altas taxas de crescimento populacional. A enzima presente no
extrato bruto de B50A apresentou atividade 6tima em pH 8, e temperaturas
entre 37°C e 45°C. Os fons NH;*, Ba?*, Sn**, Ni* e Cd*" n&o inibiram nem
estimularam significativamente (p>0,05) a atividade da mercurio redutase do
isolado B50A, porém ocorreu queda significativa (p>0,05) da atividade na
presenca de Ca**, Cu* e K*. As bactérias isoladas e a enzima de B50A foram
eficientes na reducdo de Hg (1) a Hg®, o que evidencia o potencial destes
microrganismos para desenvolvimento de tecnologias e processos de
biorremediacao de residuos contaminados com mercurio.

!Dissertacéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (53 p.), Fevereiro, 2010.
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Abstract

Mercury (Hg) is one of the metals that has had profound influence on all
ecosystems, and can occur in the in the environment as a natural and
anthropogenic phenomenon. The accumulation of mercury has affected the
integrity of ecosystems and human health. However, some bacterias have
developed biological mechanisms for mercury resistance, and subsequently
perform an important role in the enzymatic reduction of Hg(ll) to Hg(0), this
being a volatile and less toxic form of the metal. The process of microbial Hg (I1)
reduction represents an area of development for alternative methods of waste
treatment, with potentially low operating costs and high removal efficiencies.
This study presents the screening of microrganisms resistant to mercury, and
the determination of the minimum inhibitory concentration of Hg. An estimation
of the mercury volatilization by selected microorganisms, the dynamics of
volatilization, and the characterization of mercury reductase produced by the
isolated B50A, are all addressed. Sixteen Gram-negative bacteria resistant to
high concentrations of mercury (50 mg L™ to 210 mg L™) were selected, and
these isolates showed ability to volatilize the metal. The dynamics of the
volatilization of the B50A and M50C isolates demonstrated that in only 4 hours
of incubation it was possible to volatilize 86% of the mercury present in the
culture. The latter also demonstrating that the removal of Hg (ll) is independent
of high biomass formation. The enzyme present in the crude extract of BSOA
showed optimal activity at pH 8 and temperatures ranging between 37 and
45C. The presence of NH,*, Ba**, Sn**, Ni** and Cd*" did not significantly
(p<0,05) inhibited or stimulated the activity of mercury reductase B50A, but
significant (p<0,05) reduction in activity was observed in the presence of Ca?",
Cu" and K* . The isolates bacteria and mercury reductase produced by the
isolated B50A were efficient in reducing Hg (Il) to Hg°, this demonstrated the
potential of these microorganisms to augment technologies for bioremediation
processes for waste contaminated with mercury.

'Master of Science Dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (53p.) February, 2010.
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1. INTRODUCAO

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

A questdo da contaminacdo dos ecossistemas por metais pesados €
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. O mercurio
destaca-se neste contexto, por se tratar de um poluente que circula no ar, na
dgua e no solo; por sua alta toxicidade e pela biomagnificagdo na cadeia
alimentar. Este metal € liberado ao ambiente a partir de fontes naturais
(gaseificacao da crosta terrestre, emissdes vulcanicas e evaporacao natural de
corpos d’agua) e antropicas, como a mineracao de ouro e prata, industrias de
cloro e soda, petrolifera, eletrdnica e de medicdo a fabricacdo de tintas e os
equipamentos médicos.

O mercurio se apresenta em trés formas quimicas na natureza:

mercurio inorganico elementar, vapor ou liquido, n&o reativo; sais ou minerais



mercuriais inorganicos; e mercuriais organicos. O Hg inorgéanico elementar
possui baixa solubilidade e é considerado a forma menos toxica deste metal. A
toxicidade dos compostos mercuriais inorganicos esta intimamente relacionada
ao anion ao qual o Hg se liga, o qual afeta sua hidrossolubilidade. Dentre os
compostos contendo mercurio, 0s organicos, especialmente o metilmercurio, é
considerado 0 mais toxico e € o responsavel pelos danos mais importantes a
saude humana.

Apesar de o mercurio ser toxico, tanto para células eucarioticas
quanto para procarioticas, alguns microrganismos apresentam mecanismos de
resisténcia a este metal, que esté relacionado ao operon mer. Possivelmente a
resisténcia bacteriana ao mercuario ocorre como resposta a pressao ambiental
exercida pelo préprio contaminante. Bactérias que possuem 0 operon mer sao
capazes de reduzir enzimaticamente o mercurio (Il) para a forma volatil e
menos toxica de mercurio Hg®. Essa resposta adaptativa dos microrganismos
ao Hg representa um recurso para remediacdo de areas contaminadas por este
metal.

A remediacdo de ambientes contaminados com céations metalicos
toxicos tem empregado convencionalmente, técnicas fisicas e quimicas que
incluem precipitacao, filtracdo, recuperacéo eletroquimica e a separacdo por
membrana; além de outras como escavacao, deposito dos residuos em aterros
sanitarios ou ainda recobrimento do sitio contaminado. Essas técnicas sao
pouco eficazes por ndo remediarem efetivamente o ambiente contaminado e
por apresentarem baixa competitividade econdmica. Por isso, ha necessidade

de desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento de efluentes e solos



contaminados por este metal, que aliem a possibilidade de aplicacdo em areas
extensas, baixo custo de operacéo e eficiéncia de remocéao de Hg (Il).

Sendo assim, este estudo teve como objetivos: selecionar
microrganismos resistentes ao mercurio (Il) e acetato de mercurio a partir de
residuos industriais contendo Hg; determinar a concentracdo inibitéria minima
de Hg (CIM) sobre os isolados; estimar a capacidade dos isolados em
volatilizar mercuario (Il); conhecer a dinamica da volatilizacdo do mercurio
durante o crescimento celular; e caracterizar a enzima mercurio redutase

produzida pela Pseudomonas sp. B50A.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ocorréncia, usos e fontes de exposicdo ao merca  rio

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente em diferentes espécies
quimicas. As principais formas de mercario sdo: elementar, organica e
inorganica. Estas por sua vez apresentam solubilidade, reatividade e toxicidade
distintas, causando diferentes impactos no ecossistema e na saude do homem
(UNEP, 2002). O mercurio é raramente encontrado como elemento livre na
natureza, estando em baixas concentra¢ges e distribuido de forma ampla por
toda crosta terrestre. Este elemento é emitido para o ambiente por inUmeras
fontes naturais e antropogénicas, por meio de combinacbes complexas,
envolvendo reagdes quimicas, fisicas e bioldgicas (Pirrone & Maffey, 2005).

As fontes mais importantes para extracdo de mercario sdo as
reservas de minério de cinabrio (HgS), encontradas em rochas préximas de
atividades vulcanicas 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, que estdo em operacéo
desde 400 d.C. Além destas, existem outras minas de expressdo na lItalia,
lugoslavia, Russia, Ameérica do Norte, Japao, Filipinas, China, Turquia e
Irlanda (Biester et al., 1999).

Um dos usos mais frequentes do mercurio € como catodo na solucéo de

cloreto de sodio, a fim de se produzir soda caustica e cloro gasoso. O mercurio



€ vastamente utilizado na industria eletrbnica, para fabricacdo de lampadas e
em células de baterias, além da industria de equipamentos de medicdo, em
laboratorios e equipamentos meédicos. Compostos contendo mercurio sao
utilizados na fabricacéo de tintas, devido a sua acao fungicida e na odontologia,
como amalgamas dentarias. 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).

Estimativas mostram que as fontes antropogénicas de mercurio sao
responsaveis pela liberacdo de 2250 toneladas ao ano deste poluente na
atmosfera, enquanto que fontes naturais como vulcdes, corpos aquaticos, solo
e vegetacao 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 os compostos de petroleo e seus
derivados. A concentracdo de Hg em petroleo bruto e derivados é altamente
dependente da localizacdo geologica do poco de extracdo, variando de 0,01
mgL*a10mgL?* (Wilhelm & Bloom, 2000 ).

No Brasil, estudos indicam que as principais fontes de emisséo
antropica de mercurio sdo os garimpos de ouro, responsaveis por mais de 65%
do total das emissbes. Também foi constatada contribuicdo significativa das
industrias de aco e ferro (10,4%), do cloro (10,1%) e das queimadas (7,5%)

(Lacerda,1997).



2.2 Toxicologia do mercurio

O mercurio se apresenta em trés formas quimicas na natureza:
mercurio inorganico elementar, vapor ou liquido, n&o reativo; sais ou minerais
mercuriais inorganicos; e mercuriais organicos. No ambiente, estas formas de
mercurio sdo transformadas, e o contato com qualquer uma delas pode
produzir toxicidade sistémica (Vera, 2004). A toxicidade do mercurio depende
da espécie quimica, porém todas elas possuem em comum a capacidade de
induzir mudancas no sistema nervoso dos seres humanos (Verbel & Restrepo,
2002).

As propriedades quimicas mais importantes que explicam grande
parte dos danos biologicos causados pelo mercurio sédo a elevada afinidade
que este metal possui pelo enxofre e a facilidade com que ele forma ligacdes
covalentes com este elemento. Quando o enxofre esta presente como grupo
sulfidrila de proteinas, o mercurio divalente substitui o atomo de hidrogénio
para formar mercaptans do tipo X-Hg-SR e Hg-SR, onde X é um grupo
eletronegativo e R é um aminoacido como a cisteina, enquanto que o0s
mercuriais organicos formam ligacdes do tipo RHg-SR. Desse modo, mesmo
em baixas concentracdes no organismo, o mercurio interfere no metabolismo e
nas funcdes celulares (Verbel & Restrepo, 2002).

O mercurio elementar € considerado a forma quimica deste metal
menos toxica ao organismo. Ele é pouco absorvido pelo sistema gastro
intestinal, de forma que € quase completamente eliminado e sua ingestéo é tida
como sem consequéncia. No entanto, quando inalado, atravessa a membrana

alveolar e atinge a circulacdo sanguinea. Na circulacdo, ainda na forma



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

O sistema nervoso central € o 6rgdo critico na exposicdo aos
vapores de mercurio, e 0s sintomas classicos sdo tremores e eretismo. O
eretismo caracteriza-se principalmente por uma série de alteracbes psiquicas
como depressdo, insoOnia, dificuldade para concentracdo, diminuicdo da
memoria, timidez excessiva, tristeza, confuséo, 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
ocorre hematemese, colite, hematoquesia, ardor, salivacao excessiva, diarreia
sanguinolenta, necrose da mucosa intestinal, desidratacdo e colapso
cardiovascular (WHO, 1990). Nos eritrécitos, o0 mercurio possivelmente se liga
aos grupos sulfidrila e a glutationa (Vera, 2004). Os efeitos sobre 0s rins e 0s
neurotoxicos devem ser considerados como 0s mais importantes numa
avaliacdo de risco pela exposicdo aos compostos de mercurio inorganico
(UNEP, 2002). Ainda que os disturbios neurologicos estejam mais relacionados
a contaminacao por mercurio organico (principalmente metilmercurio), estudos
tém demonstrado uma relagdo do mercario inorganico com sintomas
neuroldgicos, como a insénia, baixa estima, perda da memaria, irritabilidade e
dificuldade na concentracéo (Vera, 2004).

Dentre o0s compostos contendo mercario, 0S oOrganicos,
especialmente o metilmercurio € considerado o0 mais toxico, e € o responsavel

pelos danos mais importantes a saude humana. A toxicidade dos compostos



organomercuriais € devida a sua alta estabilidade quimica, solubilidade em
lipideos, afinidade pelas proteinas, excrecao lenta e facilidade de absorcéo
pelo trato gastrointestinal (Verbel & Restrepo, 2002).

O sistema nervoso central é 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 articulacdo 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 Dindmica do mercurio no ambiente

Na atmosfera, o mercurio pode se apresentar sob varias formas,
nem todas identificadas, pois o seu ciclo global é 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
guatro meses e quatro anos (WHO, 1991). Desta forma, os niveis de mercurio
nas regibes mais remotas do planeta, como nas aguas do Artico, n&o diferem
expressivamente em relacdo aos niveis das regides meridionais (Clarkson,

2002).
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FIGURA 1. O ciclo biogeoquimico do mercario 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 indica a importancia relativa do fluxo
na natureza. A especiacdo de Hg (Il) em 4guas andxicas ou em
presenca de oxigénio é controlada por cloro, hidroxidos e enxofre.
Transformacgfes mediadas por microrganismos séo 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).

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

da atmosfera ou solubilizadas no vapor de agua das nuvens (Murthe et al.,

1991). De acordo com World Health Organization (WHO, 1990) mesmo
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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.

Os solos possuem elevada capacidade de retencédo e
armazenamento de mercurio, devido a forte ligacdo deste metal com a matéria
organica presente. Por causa deste comportamento, somente quando ligado
aos sOlidos em suspensdo ou ao humus, ele se torna suscetivel a ser
transportado pela 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 (ll) sendo que a maxima adsor¢cao ocorre
em pH 7, enquanto que em solos acidos com pH inferior a 4 esta retencao néao
é significativa (Lacerda, et al.,1999).

O potencial redox, o pH e a concentracao de cloro estao diretamente
relacionadas com as transformacdes quimicas que o Hg sofre no solo.
Dependendo das condicbes de oxi-reducdo do sistema, podem ocorrer as
formas Hg°e Hg (I). Em condi¢cbes naturais, o Hg raramente ocorre na forma
ibnica, devido a facilidade em formar complexos (Melamed & Villas Boas, 2002;

Adeniji, 2004).
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A maior parte do Hg (Il) esta confinada nos minerais do solo ou
adsorvida em superficies solidas, inorganicas e organicas. Outra propriedade
importante do Hg é 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 emissfes pontuais
diretas, erosao, lixiviacdo e deposicao atmosférica sendo que a principal fonte
diz respeito a deposicao umida (chuvas). As diferentes espécies de mercurio
introduzidas no sistema aquatico séo distribuidas e reguladas por processos
quimicos, biolégicos e fisicos que ocorrem nas interfaces ar/agua e
agua/sedimento. Na agua, as concentracfes sdo em média de 10 ppt, ja em
sedimentos, a concentracdo natural é de 200 mg L™. Isto se da pela grande
afinidade do mercurio por particulas em suspensado que o transportam até o
sedimento (Alexandre, 2006).

A forma predominante de mercurio nos sistemas aquaticos é a
oxidada Hg (ll), que pode ser convertida a mercurio elementar ou metilmercurio
por processos bidticos e abioticos. Em ambientes anaerobios, a matéria
organica pode reduzir Hg (I) a Hg’, enquanto que o processo inverso é
observado em ambientes aerdbios (USEPA, 1997; North Carolina, 1999;
Queiroz, 1995; Mayasa, 2001; Alexandre, 2006). Em ambientes aquaticos, a
distribuicdo, a natureza e a biodisponibilidade do Hg sdo controladas por
fatores como: a temperatura e a turbidez da agua e as quantidades de argila,
fésforo, carbono, enxofre e ferro. Em corpos hidricos aerdbios os complexos

soluveis de mercurio sdo adsorvidos e removidos pela sedimentagcédo, enquanto
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que nos sedimentos anaerdbios, os compostos de Hg precipitados sé&o
convertidos em sulfeto de mercario (HgS), forma altamente insollvel,
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 acao de agentes organicos,
como acidos humicos e falvicos, que quelam as espécies insoluveis e soluveis
na agua, precipitando-os diretamente da solucédo para o sedimento (Bisinoti &
Jardim, 2004). A metilacdo abidtica do Hg no ambiente e sua contribuicdo para
a producao de metilmercurio € um assunto contestado. Trabalhos mostram que
0s responsaveis pela metilagdo abidtica incluem os acidos fulvicos, humicos e
carboxilicos (Barkay et al., 2003). A metilacdo do mercurio é 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 Transformac&o microbiana do mercurio

Além da contribuicdo dos processos abioticos nas transformacoes
do mercurio inorganico, deve-se destacar o papel dos microrganismos na
reducdo do Hg. A enzima mercurio redutase num processo de detoxificacao
transforma Hg (I1) em Hg®, a forma menos téxica de mercurio. A oxidacéo de
Hg® a Hg () também pode ocorrer bioticamente na presenca de
microrganismos aerébios pela acdo da enzima catalase (Verbel & Restrepo,

2002).
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Em ambientes aerdbios ou anaerdbios, o metilmercurio pode ser
formado por metabolismo microbiano. A metilacdo é influenciada por uma
variedade de fatores ambientais, como: temperatura, concentracdo de
bactérias no meio, pH, tipo de solo ou sedimento e condicbes de oxi-reducdo
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 populacdo natural capaz de metilar (Azevedo, 2003). A metilacdo e
demetilacdo do metilmercario 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 mercurio
sdo Pseudomonas, Escherichia e Staphylococcus. Estes microrganismos
produzem a enzima organo mercurio liase, a qual catalisa o rompimento da
ligacdo entre o carbono e o mercurio, dando origem a mercurio (II) e CH,; apos
a enzima mercUrio redutase pode transformar o Hg (I) em Hg® (Verbel &

Restrepo, 2002).

2.5 Mecanismos de resisténcia microbiana ao mercuri 0

Os estudos da resisténcia bacteriana ao mercurio iniciaram ha pelo
menos cinco décadas. O sistema que envolve a defesa bacteriana contra esse
metal extremamente toxico e seus derivados organicos tem sido estudado em
nivel genético e bioquimico, devido ao seu papel na biorremediacdo ambiental
e biomonitoramento. Os genes que codificam as proteinas de resisténcia ao

mercurio ocorrem naturalmente nos cromossomos, plasmideos e transposons,
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em diferentes formas de arranjos, que podem envolver reguladores,
transportadores e varios replicons dentro das células (Barkay et al., 2003).

Nos microrganismos, 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 microrganismos
utilizam o sistema mer. O operon mer é um sistema genético regulado,
constituido por quatro a cinco genes estruturais, que codificam proteinas de
transporte de mercurio, transformacéao e regulacdo dos genes (Silver, 2007).

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). Este 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
sofrera 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 importacdo de mercurio, da regido extracelular para o interior da
célula ocorre ao longo de uma cascata de pares de cisteina de diferentes
proteinas até o sitio ativo da mercurio redutase, localizada no citoplasma
(Silver, 2007).

A mercurio redutase (MerA) é uma oxidoredutase flavina disulfideo
(~120 KDa), que atua como um dimero e € constituida por trés dominios. A
estrutura tridimensional da enzima indica que o sitio ativo é formado pela

interacdo do dominio central de uma subunidade, com o dominio C-terminal da
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outra (Schiering et al.,, 1991, citado por Barkay & Wagner-Dobler, 2005). O

dominio central, descrito como um grupo de oxidoredutase piridina nucleotideo

CH, - HgXp

RSH Active site

(MerB)

RSHgSR N-Terminal

. MerD
Ativador Pt

; | Ativador antagonista

Repressor Pt

DNA

‘=f_:— 1q
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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 nao ocorre em todos os exemplos de
operon mer (Adaptado de Barkay et al., 2003).
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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, e 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 funcao de dirigir o Hg (ll) até o sitio ativo da MerA. Este dominio é
essencial em células com baixas concentracdes de agentes sulfidricos, onde a
oferta de Hg (1) tiolado pode ser limitada (Barkay & Wagner-Dobler, 2005).

A expressdo do operon mer € minuciosamente controlada pelas
proteinas reguladoras MerR e MerD, e pela concentracdo de Hg(ll) no interior
da célula. Na auséncia de Hg (Il) o operon € reprimido, e na presenca deste
metal, ele é fortemente induzido (Brown et al., 2003). A proteina MerR é a
reguladora fundamental do sistema mer, reprimindo sua propria transcricdo e
regulacdo da transcricdo dos genes estruturais. Em operons de bactérias
Gram-negativas, a MerR se liga como um dimero ao operador/promotor,
recrutando a RNA polimerase para formar um complexo ternario.

O mercurio iGnico quando presente, se liga ao dominio C-terminal da
MerR, incitando uma mudanca conformacional, que € propagada ao DNA na
regido do operador. Como resultado ocorre o alinhamento e a transcricdo do
operon mer. Ja na auséncia de mercurio idnico, a transcricdo dos genes
estruturais é reprimida, pois ndo ocorre mudanca conformacional da MerR, o
alinhamento ndo se concretiza e consequentemente, ndo ocorre a transcricao

do operon mer (Brow et al., 2003). H4 ainda uma pequena reguladora, MerD,
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que aparentemente tem o papel de deslocar o complexo MerR-Hg da regiéo
promotor/operador, a fim de permitir que ocorra nova sintese dos genes do
operon mer. A MerR recém sintetizada, pode entdo recuperar o operador de
mer e permitir a transcricdo dos genes estruturais na presenca de mercurio.
Contudo, quando a concentracdo de Hg esta proxima a zero, o sistema é
desligado instantaneamente, ja que a transcricdo € regulada pela mudanca de
conformacao de MerR com a ligacdo ao Hg (Champier et al., 2004).

Assim, 0 sistema mer evoluiu para realizar metaloregulacao,
transporte e catélise enzimatica, convertendo o mercurio de uma forma
cationica altamente reativa para a forma monoatdmica volatil (HgP)

relativamente inerte (Barkay et al., 2003).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras de residuos

As primeiras amostras de residuos foram obtidas de uma célula do
“landspreading” do Sistema Centralizado de Controle de Residuos Sélidos do
Pdlo Petroquimico do Sul (SICECORS) contaminado com mercurio. Para essa
etapa, utilizou-se um trado holandés para formar uma amostra composta da
camada de 0 a 10 cm para posterior isolamento de microrganismos resistentes
a mercurio. Em seguida, foi coletado lodo e efluente liquido do Sistema de
Tratamento de Residuos do Laboratorio de Analise de Solos da UFRGS

(STELAS).

3.2 Isolamento dos microrganismos resistentes a mer curio

Foi utilizada a técnica de enriquecimento, onde 0,1 g das amostras
de residuo ou 0,1 mL de efluente liquido foram adicionadas a 20 mL de meio
Luria Bertani (LB) que continha: triptona bacterioldgica 10 g L™, extrato de
levedura 5 g L™, NaCl 10 g L™ suplementado com 25, 50 e 100 mg L™ de
mercurio na forma de HgClI, e incubadas por 24 horas sob agitacédo de 100 rpm
a 30°C. Apos este periodo foi realizada a transferéncia da cultura microbiana
para outro frasco contendo o0 mesmo meio e incubada nas mesmas condi¢des

(em triplicata). Apés quatro transferéncias, 100 yL da cultura foram retiradas e
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realizadas diluicdes até 10™. Entdo 100 uL desta diluicdo foram utilizados para
inoculacdo em &gar nutritivo (5 g L™ de peptona bacteriolégica, 3 g L™ de
extrato de carne e 18 g L™ de &gar), suplementado com 25, 50 e 100 mg L™ de
mercurio na forma de HgCl, . As placas foram incubadas em estufa a 30°C até
o aparecimento das col6nias. Posteriormente, as colénias foram isoladas

conforme diferencas morfolégicas e armazenadas em glicerol 25 % a -20°C.

3.3 ldentificacéo 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), de acordo com o protocolo a seguir. A quantidade de cultura
bacteriana utilizada foi 500 pL que passou por um processo de centrifugacao
por 2 min e o sobrenadante foi entdo descartado. As células foram
ressuspendidas com 500 pL de solucdo de lise/RNase e incubadas por 10 min
a 80°C. Apés, as células lisadas foram transferidas a uma mini-coluna,
centrifugadas por 3 min e o conteddo do tubo coletor descartado.
Posteriormente, 650 pL da solucdo de lavagem foram adicionados a mini-
coluna e centrifugados por 1 min (esse processo foi repetido mais 3 vezes). Em
seguida, 200 pL da solucdo reidratante de DNA foram adicionados a mini-
coluna e incubados por 2 min a temperatura ambiente, e entdo centrifugados
por 1 min. O DNA extraido foi retirado do tubo coletor e armazenado em tubos

de microcentrifuga de 1,5 mL a -20°C.
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Para verificar se a extracdo de DNA foi eficiente, 20 uL do DNA
extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 1% em TBE 0,5X que continha: Tris-HCL (44,5
mM), acido bdrico (44,5 mM), EDTA (1 mM). A amostra de DNA foi adicionada
ao tampao de amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA 1 mM)
e aplicada ao gel . O gel foi submetido a voltagem de 100-150 V em tampé&o
TBE 0,5X e posteriormente a um banho de brometo de etideo por 15 minutos, e
entdo as bandas foram visualizadas pela iluminacao ultravioleta.

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 regiao
16S do RNA ribossomal em PCR. A reacdo de amplificacdo seguiu o protocolo:
tampéao de reacdo (50 mM Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM KCI, 2,5 % Triton X 100),
dNTPS (200 uM de cada), 0,2 yM MgCl,, 0,25 uM de cada primer, 0,8ng/ul de
DNA das amostras e 0,02 U de Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi
realizada em termociclador MJ Research Inc. Watertown, MA, USA, e o
programa basico constou de 35 ciclos (desnaturacéo 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
precipitacdo com PEG 8000 (polietilinoglicol). As reacbes de sequenciamento
dos fragmentos de PCR utilizaram os kits de terminadores marcados da GE

Healthcare com oligonucleotideo iniciador 519r (5-
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GWATTACCGCGGCKGCTG-3'). As reacbes foram lidas em sequenciador
automatico de DNA no Centro de Biologia Genbémica e Molecular da PUCRS.
Todas as sequéncias geradas foram submetidas ao banco de dados

Genbank/NCBI.

3.4 Concentracao inibitéria minima de Mercurio

Os isolados foram testados quanto a concentracao inibitéria minima
(CIM) de mercario em meio LB contendo mercurio na forma de HgCl, e
C4HeHgO4 nas concentragoes: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210 e 300 mg L™, incubados por 48 horas a
30°C sob agitacdo de 100 rpm. O crescimento foi avaliado visualmente apos 48
horas de incubacao pela turvacédo do meio. A concentracdo de mercurio capaz
de interromper o crescimento microbiano (meio sem turvacgao) foi considerada
a concentracdo inibitéria minima deste metal em relagdo ao microrganismo

avaliado.

3.5 Determinacao do numero de células viaveis

Todos os microrganismos foram avaliados quanto ao numero de
células/mL em relacdo a densidade optica a 600 nm.

O pré-inoculo foi preparado a partir de uma algada de cada bactéria
inoculada em meio LB, contendo 2 mg L™ de Hg na forma de HgCl, e incubado
por 24 horas a 30°C sob agitacdo de 100 rpm. Dessa suspensao bacteriana foi
retirada a quantidade de cultura necessaria para se obter uma absorbancia

entre 0,05 e 0,45 a 600 nm em meio LB. Entdo, diluicdes de 10 foram
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realizadas e 100 uL foram aplicados em placas contendo NA (trés repeticdes) e
estas incubadas por 24 horas a 30°C. ApoOs este periodo foi realizada
contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). A absorbancia a
600nm, que correspondeu a aproximadamente 2x10’ células/mL nos diferentes

isolados, foi padronizada para os experimentos posteriores.

3.6 Determinacao analitica do mercurio

A determinacdo de mercurio por espectrofotometria de absorcéo
atdbmica foi realizada pelo Laboratorio de Analise de Solos da UFRGS como
descrito a seguir. O espectrofotdmetro de absor¢cédo atémica utilizado para este
experimento foi da marca Perkin Elmer (Analyst 100).

A digestdo das amostras foi realizada conforme metodologia
empregada pelo Laboratério de Analise de Solos da UFRGS como descrito a
seguir. Em fracos tipo DBO, foram colocados 100 uL de cultura sob as
condi¢cbes de cultivo do item 3.5 e adicionados 5 mL de H,SO, 98% e entéo
misturado. Apés acrescentou-se 2 mL de HNO3; 65% e misturou-se novamente.
Finalmente 10 mL de uma solucdo saturada de permanganato de potassio
(KMnO, 70g L™) foi combinada a mistura e agitada vigorosamente. Os frascos
foram fechados com papel aluminio e as amostras foram submetidas a uma
temperatura de 121°C e 1,5 ATM por 15 minutos. As amostras foram retiradas
da autoclave, e quando apresentaram temperatura ambiente foram
acrescentados 50 mL de agua deionizada e 6 mL de cloridrato de hidroxilamida

(CINH,OH, 100g L™).
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Os frascos tipo DBO contendo as amostras digeridas, conforme
descrito anteriormente foram conectados ao gerador de vapor e borbulhados
com gas nitrogénio até apresentarem absorbancia zero. Em seguida adicionou-
se 4 mL da solucéo redutora (SnCl, 50 g L), agitou-se vigorosamente e a

absorbancia foi verificada no comprimento de onda 253,7 nm.

3.7 Capacidade de volatilizacado de mercurio pelosi  solados

Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade de
volatilizacdo do mercurio e os experimentos foram realizados em triplicata.
Inicialmente foi feito um pré-indculo preparado a partir de uma algcada de cada
bactéria inoculada em meio LB contendo 2 mg L™ de Hg na forma de HgCl,, e
incubado por 24 horas a 30°C sob agitacdo de 100 rpm. Dessa suspensao
bacteriana, foi retirada a quantidade de cultura necesséria para se obter 2x10’
células (conforme avaliacgdo do numero de células viaveis em funcédo da
densidade oOptica a 600 nm item 3.5), e adicionada ao meio LB acrescido de 2
mg L™ de mercurio na forma de HgCl, e entdo incubado por 24 horas a 30°C a
100 rpm. Apos este periodo de incubacao, os erlenmayers foram transferidos a
uma capela de exaustdo de gases e abertos para a retirada do Hg volatil, onde
permaneceram por 15 min. Apds, realizou-se forte agitacdo dos frascos de
onde foram retirados 100 pL da cultura, para posterior digestdo da amostra e
determinacdo do mercurio remanescente por espectrofotometria de absorcéo
atomica conforme item 3.6.

Para avaliar a capacidade de volatilizacdo dos isolados B50A, M50C

e V1 e analisar o crescimento proOximo a concentracao inibitéria minima, foi
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feito um pré-indculo como descrito anteriormente. A quantidade dessa cultura
necessaria para se obter 2x10’ células (conforme avaliacdo do numero de
células viaveis em funcdo da densidade oOptica a 600 nm item 3.5) foi
adicionada a erlenmeyers contendo meio Luria Bertani acrescido de 70 mg L™
de mercurio na forma de HgCl,, e entdo incubado por 24 horas a 30°C a 100
rpm. Apos este periodo de incubacao, os erlenmayers foram transferidos a uma
capela de exaustdo de gases e abertos para a retirada do Hg volatil onde
permaneceram por 15 min. Entdo, 3 mL da cultura bacteriana foram retirados
dos erlenmayers para leitura da densidade Optica a 600nm, a fim de estimar o
crescimento dos microrganismos. Para a digestdo das amostras, os frascos
foram agitados vigorosamente e foram retirados 100 uL da cultura e diluida em
agua destilada até 102 Este passo foi necessario para que a quantidade de
mercurio presente na amostra ficasse dentro da curva de calibragcdo do
aparelho, que é ajustada para uma concentracdo maxima de 2 mg L™ de
mercurio. As amostras foram posteriormente digeridas e a determinacdo do
mercurio remanescente foi realizada por espectrofotometria de absorcdo
atomica conforme o item 3.6.

Para avaliar a dinamica da volatilizacdo do mercurio e a curva de
crescimento dos isolados B50A e M50C, foi feito um pré-inéculo e padronizada
a quantidade de 2x10’ células (conforme avaliagdo do nimero de células
viaveis em funcdo da densidade 6ptica a 600 nm item 3.5) em meio de cultura
LB. Este ensaio foi realizado em meio de cultura Luria Bertani contendo 2 mg L
! de merctrio na forma de HgCl, e em meio de cultivo Luria Bertani na

auséncia de mercurio. Apos a inoculacao, os frascos foram mantidos por 24
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horas a 30°C sob agitacdo de 100 rpm. Leituras da densidade 6ptica a 600 nm
foram realizadas no tempo zero, 4, 8, 12, 18 e 24 horas para estimar o
crescimento dos isolados na presenca e na auséncia de mercurio. Nestes
mesmos intervalos de tempo amostras de meio de cultura foram removidas
para avaliar a quantidade remanescente de mercurio e analisadas conforme o

item 3.6.

3.8 Caracterizagdo da mercurio redutase produzida p or
Pseudomonas sp. B50A

A producado do extrato bruto de B50A foi feita em Erlenmeyers de
250 mL contendo 125 mL de meio de cultura Luria Bertani, adicionado de 20
umol L™ de HgCl,. Este meio de cultura foi inoculado com o microrganismo até
se obter uma densidade 6ptica de 0,25 a 600 nm, incubado por 4 horas a 30°C
e 100 rpm de agitacdo. Nova adicdo de 20 uymol L™ de HgCl, foi realizada ap6s
4 horas de incubacédo e entdo mantido sob as mesmas condicfes descritas
acima por 20 horas. Apos este periodo, essa cultura foi centrifugada por 10 min
a 10000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e as ceélulas
ressuspendidas em tampao fosfato (50 mM, pH 7,35). Em seguida, foram
novamente centrifugadas, o0 sobrenadante desprezado e as células
ressuspendidas em 50 mL de tampéao fosfato de sodio para lavagem (esse
procedimento foi realizado 3 vezes). Posteriormente, o pellet foi ressuspendido
em 20 mL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,35), e as células foram submetidas
a 6 pulsos de 35 W de ultrasom em banho de gelo para rompimento celular.

Em seguida, o extrato celular foi centrifugado por 45min a 10000 rpm para
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remocao de restos celulares. O sobrenadante obtido foi utilizado como fonte de
enzimas para as analises enzimaticas sob diferentes condi¢des (extrato bruto).

A atividade da mercurio redutase do isolado B50A foi determinada
em espectrofotdmetro a 340nm, pelo monitoramento da queda da absorbancia
ocasionada pela oxidacdo do NADH. O volume total da reacdo era de 3 mL
contendo: 89,75 pmol L™ de HgCl,, 5 mmol L™ de Na,EDTA, 1 mmol L? de
Bmercaptoetanol, 0,15 mmol L™ de NADH, tamp4&o fosfato de sédio (50 mM, pH
7,35), MgS0O,4 0,2 mmol L™, 200 pL de extrato bruto do isolado B50A. A mistura
da reacéo foi pré-incubada por 10 min a 37°C e a reacao foi iniciada pela
adicdo do extrato bruto e NADH. Uma unidade (U) de mercurio redutase foi
definida como a quantidade de enzima por mg de proteina capaz de oxidar 1
pmol de NADH por minuto na presenca de HgCl, .

Para a delimitacdo do tempo necessario de incubacédo do isolado
B50A para obtencdo de atividade enzimatica, a producédo do extrato bruto foi
executada conforme descrito anteriormente, diferindo apenas no tempo de
incubacdo do microrganismo em meio de cultura. Neste teste, a producdo do
extrato bruto foi realizada ap0ds incubacao do microrganismo por 24 horas e 48
horas, para avaliar a diferenca da atividade nos diferentes tempos de
incubacédo. O ensaio enzimatico foi efetuado como descrito anteriormente.

Para a determinacdo do tempo ideal de reacdo e quantidade de
extrato bruto para verificacdo da atividade enzimatica, a atividade da mercurio
redutase do isolado B50A foi avaliada empregando-se 200, 300 e 400 uL de

extrato bruto na reacdo. Ja para avaliar o melhor tempo de leitura da
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absorbancia para estimar a atividade enzimatica, as leituras de decréscimo de
absorbancia a 340 nm foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 min.

Para a determinacdo da temperatura otima de atividade, o extrato
enzimatico foi submetido a temperaturas de 25, 37, 45, 55, 65, 75, 85 e 95°C
de pré-incubacado, enquanto todos os outros parametros foram mantidos. Na
determinacdo do pH o6timo de atividade enzimatica foram utilizados diferentes
tampdes na reacdo enzimatica. Tampao citrato de sodio 0,5 M (pHs 4, 5 e 6),
tampao fosfato de sodio 0,5 M (pH 7,35) e tampé&o tris- HCI 0,5 M (pHs 8 e 9).
O efeito de substancias quimicas sobre a atividade enzimatica foi verificado
conforme o padrdo de reacdo enzimatica descrito inicialmente, exceto pela
adicdo de ions no meio reacional. Os ions testados foram: cloreto de niquel
(NICl,), cloreto de cadmio (CdCl,), cloreto de calcio (CacCl,), cloreto de estanho
(SnCly), cloreto de cobre (CuSQO,), cloreto de bario (BaCl,) e cloreto de sédio
(KCI"), cujas concentracbes foram 1mM; sulfato de aménia (HgN204S) na
concentracdo 10mM e um controle sem adicdo dos ions elencados
anteriormente.

Para verificar o efeito da concentracdo de mercuario na atividade
enzimatica da mercurio redutase do isolado B50A, foram adicionados ao meio
reacional diferentes concentracées de mercurio na forma de HgCl, (0, 30, 60,

90, 120 e 150 pmol L™).

3.9 Determinacao da concentracao de proteinas soluv  eis
A determinacdo da concentracdo de proteinas sollveis no extrato

bruto foi realizada conforme o método de Lowry et al. (1951), utilizando o
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reagente de Folin-Ciacalteau. Inicialmente foi preparado o reagente A, que
consistiu de 2% de Na,COg dissolvido em NaOH 0,1 M. Em seguida, a solucéo
B foi preparada dissolvendo CuSO, em uma solucéo de tartarato de NaK (10 g
L™Y). No momento da determinagéio das proteinas soltveis, 50 mL do reagente
A foi misturado com 1 mL do reagente B, dando origem ao reagente C. Foi
adicionado 1 mL de extrato bruto e 5 mL do reagente C, incubado por 10 min
em temperatura ambiente e na auséncia de luz. Em seguida, 500 pL do
reagente Folin-Ciocalteau 1N foi adicionado a reacéo, agitado e mantido por 30
minutos a temperatura ambiente. ApOs este periodo, a absorbancia das
amostras foi mensurada em espectrofotbmetro a 750nm. A concentracédo de
proteina foi determinada pela comparacdo com a curva-padrao preparada com

albumina sérica bovina.

3.10 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram produzidos em triplicata e
submetidos a analise de erro padrdo; analise de variancia e teste de média
(Tukey), quando significativo (p<0,05), utilizou-se o programa estatistico Systat
11. Os parametros cinéticos da mercurio redutase (Kn € Vmax) foram
determinados utilizando o ajuste dos resultados a uma equacdo hiperbdlica
descrita por Michaelis-Menten (Vo = Vimax [S] / [S]*? + [S]; onde [S]? = Kp)

(Farrell & Ranallo, 2000).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Identificacdo dos microrganismos

Pela andlise da regidao 16s do rRNA foi possivel identificar que dez
isolados pertencem ao género Pseudomonas, quatro ao Enterobacter, um ao
Proteus e outro ao Serratia (Tabela 1). Indmeros trabalhos tém mostrado que
bactérias do género Pseudomonas possuem alta resisténcia a diferentes
formas de mercuario (Horn et al., 1993, Canstein et al., 1999; Mortazavi et al.,
2005; Fortunato & Crespo, 2005; Chadhain et al., 2006). As bactérias deste
género também tém sido relatadas em maior abundancia em relagédo a outros
géneros, quando em residuos contendo altas concentragfes de Hg (Nakamura
et al., 1987).

A resisténcia ao mercurio é frequente entre microrganismos Gram-
negativos. Segundo Nakamura et al. (2001), ao isolarem 55 bactérias
resistentes ao mercurio, verificaram que somente 4 isolados eram Gram-
positivos. Entre os Gram-negativos, 13 eram do género Enterobacter. Os
géneros Proteus e Serratia sdo mencionados com menor frequéncia na
literatura entre as bactérias resistentes ao Hg, do mesmo modo que neste
trabalho. Ainda assim, alguns trabalhos associam estes géneros de bactérias
como resistentes, ou ainda como volatilizadoras de mercurio (Griffin et al.,

1985, Henriette et al., 1991; Chadhain, 2006).



TABELA 1.

Identificacdo dos
SICECORS (A, B e V), do STELAS - liquido (C), do STELAS -
lodo (M), baseada no sequenciamento parcial da regiao 16S do
rRNA.

isolados dos

30

residuos provenientes do

Isolado Espécies mais proximas

N° acesso

Nucleotideos Similaridade

(pb) (%)

A25B Enterobacter sp. AB098582.1 1083 100
A50A Pjr?t‘(‘)?ﬁ(mri‘lzs CT573326.1 1318 100
B50A ;Zﬁgg%?;g%sa GQ398824.1 390 99
B50B Pseudomonas sp. AB076857.1 1187 100
B50C Enterobacter sp. AB098582.1 1188 99
B50D Pseudomonas sp. AM088477.1 1057 100
B100A Pesr?t‘é‘?gg;?]ri‘lgs CT573326.1 1189 100
C50A Pseudomonas putida X93997.1 609 100
C50B Pseudomonas putida EU239185.1 1073 100
M25A Enterobacter sp. CP000653.1 425 99
M25B Enterobacter sp. DQ985288.1 1248 100
M25C Serratia marcescens GU220796.1 802 100
M50C Proteus mirabilis AM942759.1 107 100
M100A Pseudomonas delhiensis FN433047.1 426 99
M100B Pseudomonas EF107515.1 1088 100

nitroreducens
V1 Pseudomonas putida AE015451.1 816 100

4.2 Concentracao inibitéria minima de mercurio

ApoOs 48 horas de incubagdo em meio LB suplementado com Hg nas

concentracdes 0 a 300 mg L™, foi observado alto nivel de resisténcia em todos

os isolados, mas com distintas capacidades de tolerancia (Figura 3).

Estes

resultados indicam que a eficiéncia dos sistemas de desintoxicacdo do

mercurio pode ser distinta nos diferentes microrganismos avaliados. Os

isolados que apresentaram as mais baixas resisténcias a este metal mostraram
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capacidade de crescimento a uma concentracdo de 50 mg L™ para a forma

inorganica divalente e 60 mg L™ para a forma organica acetato de mercurio.
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FIGURA 3. Concentragao inibitéria minima de C4HgHgO, e HgCl, sobre os
isolados bacterianos resistentes a mercurio, apés 48 horas de
incubacédo a 30°C.

A maioria dos isolados apresentaram uma CIM entre 70 e 110 mg L
! assim como observado por outros autores (Ray et al., 1993; Mortazavi et al.,
2005; Ball et al., 2006). O microrganismo mais resistente (M100B) cresceu na
presenca de 210 mg L* em ambas as formas de mercudrio. Resultado

semelhante foi obtido (260 mg L™) por Chatziefthimiou et al. (2007), quando
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avaliaram microrganismos termofilos quimiolitotroficos de uma fonte termal com

altas concentracfes de Hg.

4.3 Volatilizacdo de mercurio pelos isolados

Os microrganismos podem interagir com metais téxicos de diversas
maneiras. Na pratica, os processos para tratamento destes poluentes envolvem
biossorcéo, precipitacdo ou sequestro por biopolimeros e outras moléculas
derivadas de células microbianas (Camargo et al., 2007). No caso do mercurio,
bactérias resistentes podem produzir a enzima mercurio redutase que faz a
conversdo de Hg (I1) a Hg® (Mortazavi et al., 2005). Neste estudo, foi avaliada a
capacidade dos microrganismos resistentes ao mercurio isolados de diferentes
residuos, catalisarem a reducédo de Hg, a fim de identificar os microrganismos
mais eficientes.

Todos os isolados foram capazes de volatilizar o mercuario presente
no meio de cultura apés 24 horas de incubacdo (Figura 4). Dez isolados
avaliados foram estatisticamente semelhantes (p<0,05) na capacidade de
volatilizar o Hg, sendo que os percentuais de volatilizacdo apresentados por
esses microrganismos foram superiores a 80%. Um grupo intermediario de 5
microrganismos (B50C, C50B, M25A, M25B, M100A) foi capaz de volatilizar
aproximadamente 70% do mercurio presente no meio de cultura. Sadhukham
et al. (1997), quando avaliaram microrganismos resistentes ao mercurio,
obtiveram resultados semelhantes em relacdo a volatilizacdo de Hg apos 24
horas de incubacdo. Neste mesmo trabalho foi verificado que a capacidade de

volatilizacdo dos microrganismos avaliados, estava relacionada aos seus
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valores de CIM, confirmando os resultados de Ghosh et al. (1995). Entretanto,
no presente estudo esta relacdo nao foi comprovada, pois em geral os isolados
com as mais baixas CIM apresentaram maior capacidade de volatilizar o Hg. O
contrario foi observado com os isolados C50B, M25B e M100A, que apesar de
terem mostrado as mais altas tolerancias ao Hg, compuseram 0O grupo
intermediario que volatilizou aproximadamente 70%. Da mesma maneira, 0
isolado M25C tem alta resisténcia ao Hg, porém apresentou capacidade de

volatilizacdo muito pequena (30%) se comparada aos demais isolados.
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FIGURA 4. Percentual de volatilizacdo de Hg** pelos isolados resistentes a
mercurio, apos 24 horas de incubagdo a 30°C em meio LB contendo
2 mg L™ de Hg?*. Pontos representam a média de trés repeticdes, as

barras o erro padrdo e médias com letras iguais ndo diferem entre
isolados (p<0,05).
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As divergéncias aqui encontradas podem ser justificadas por
algumas hipoteses, como a presenca de metalotioneinas em alguns isolados.
Estas proteinas possuem residuos de cisteina e metionina ricos em sulfidrilas
que complexam os metais, protegendo as células da toxicidade destes
elementos (Erbe et al. 1995). Aléem disso, é possivel que os genes do operon
mer ndo tenham sido induzidos suficientemente pela baixa concentracao de Hg
(2 mg L™ no meio de cultivo do ensaio, ja que a atividade da enzima mercurio
redutase € induzida e ndo constitutiva. Outra hipdtese, € que o0s
microrganismos avaliados possuam diferentes modos de resisténcia que néo
foram explorados nesse experimento.

No ensaio anterior foi verificada a capacidade dos isolados de
volatilizar 70 a 90% do mercurio presente em meio de cultura, quando em
baixas concentracdes deste elemento (2 mg L™). Deste modo, trés isolados
(B50A, M50C e V1) foram selecionados para avaliar a capacidade de
volatilizacdo de mercurio, na concentragdo maxima de Hg tolerada por esses
microrganismos (70 mg L™) .

Na figura 5 € apresentado o percentual de volatilizacdo de Hg nas
concentracdes 2 mg L* e 70 mg L™ dos trés isolados. A capacidade de
volatilizacdo foi reduzida em 22 a 31% em consequéncia do aumento da
concentracdo de mercurio no meio de cultivo. A andlise estatistica mostra
diferencas significativas entre a capacidade de volatilizacdo dos isolados B50A,
M50C e V1 nas diferentes concentragfes testadas. Gosh (1997), constatou que
a capacidade dos microrganismos volatilizarem mercurio foi afetada na

presenca de altas concentracdes de HgCl,. Este mesmo autor sugere que isSso
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€ possivel devido ao sequestro intracelular do Hg por componentes celulares

que se ligam ao metal.
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FIGURA 5. Percentual de volatilizacdo de Hg?* pelos isolados B50A, M50C e
V1 em meio LB contendo baixa concentracdo de cloreto de
mercario (2 mg L), e préximo a concentracdo inibitdria minima
(70 mg L), apés 24 horas de incubacdo a 30°C. Pontos
representam a média de trés repeticdes, as barras o erro padréo e
meédias com letras iguais nao diferem entre concentracoes
(p<0,05).

A MerP é a proteina sintetizada em maior abundéancia pelo sistema
mer, devido ao papel que ela representa no transporte do Hg ao meio
intracelular. Essa proteina se liga ao mercurio presente no periplasma que o
leva ao encontro da MerT. Finalmente a MerT o conduz ao interior da célula

através da membrana interna dos microrganismos Gram-negativos, e assim o
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mercurio € submetido a acdo da mercurio redutase (Barkay et al., 2003). Sendo
assim, € possivel supor que em altas concentracdes deste metal a MerP pode
apresentar seus sitios de ligacdo ao Hg saturados, mesmo sendo transcrita em
abundéancia e por isso a taxa de volatilizacdo é reduzida em condi¢cdes com
altas concentracfes de Hg.

Outra possibilidade diz respeito a MerA, pois um dos fatores que
afetam a velocidade de uma reacao catalisada por enzimas € a quantidade de
substrato. A velocidade maxima de reacdo de uma enzima é atingida quando
praticamente todas as moléculas estdo na forma enzima/substrato e a
concentracdo de enzima livre € insignificante. Neste momento a enzima esta
saturada com o substrato e a velocidade de reacdo ndo aumenta, mesmo com
substrato presente no meio de reacdo (Leninguer, 2005). Logo, pode-se
pressupor que o Hg presente no meio de cultura poderia estar em excesso em
relacdo ao numero de sitios ativos disponiveis da MerA. Consequentemente,
maior quantidade de Hg poderia ter sido volatilizado caso estes
microrganismos tivessem sido submetidos a um tempo maior de incubacéo.

A Figura 6 apresenta os dados relativos ao crescimento dos isolados
B50A, M50C e V1 nas concentragdes analisadas. O crescimento € 8 a 15%
menor em 70 mg L™ de mercurio se comparado ao crescimento dos isolados na
concentracdo de 2 mg L. A anélise estatistica aponta diferencas significativas
na densidade 6ptica de B50A, M50C e V1 na presencade 70 mg L e 2 mg L™
de Hg. Outros autores (Sadhukhan et al., 1997; Kannan & Krishnamoorthy,
2006), constataram resultados similares ao encontrado neste estudo ao

avaliarem a densidade Optica dos isolados em baixas e altas concentracfes de
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mercurio, e concluiram que a disparidade observada em altas e baixas
concentracbes de cloreto de mercurio ndo foi significativa. Levando em
consideracdo que os isolados avaliados neste ensaio foram submetidos a
concentracbes subletais de mercario e apresentaram uma queda de
crescimento maxima de 15%, € possivel presumir que biologicamente né&o

existem diferencas.
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FIGURA 6. Crescimento dos isolados B50A, M50C e V1 em baixa concentracéo
de cloreto de merctrio (2 mg L") e préximo a concentracdo
inibitéria minima (70 mg L), apds 24 horas de incubacdo a 30°C.
Pontos representam a média de trés repeticbes, as barras o erro
padrdo e médias com letras iguais ndo diferem entre concentracdes
(p<0,05).

Dois isolados resistentes a Hg (1), BSOA e M50C foram selecionados

para avaliar a dindmica da reducdo do cloreto de mercurio durante o
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crescimento celular. A concentracdo de mercario remanescente e 0
crescimento bacteriano foram determinados nos periodos de 0, 4, 8, 12 e 18
horas (Figuras 7 e 8). Ambos isolados avaliados (B50A E M50C) apresentaram
em quatro horas um rapido crescimento, tanto na presenca como auséncia de
Hg, mantendo este aumento até a ultima leitura da densidade Optica. A
remocao de Hg do meio de cultura foi de 86% para o isolado B50A em apenas
4 horas. Apés 8 horas de incubacéo, esse isolado foi capaz de volatilizar 93%
do Hg, e em 18 horas a quantidade de mercurio remanescente era de apenas
3% da concentracéo inicial. A remocéao de Hg (Il) precedida a alta concentracéo
celular em meio de cultura, também foi observada por outros autores (Vetriani

et al., 2004; Chatziefthimiou et al., 2007).
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FIGURA 7. Dinamica da volatilizacdo de Hg®* (m) e crescimento na presenca
(2 mg L") (e) e auséncia (A) de merctrio (Pseudomonas sp.
B50A). Pontos representam a média de trés repeticdes e as
barras o erro padrao.
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FIGURA 8. Dinamica da volatilizacdo de Hg®* ( m ) e crescimento na
presenca (2 mg L") ( o ) e auséncia ( e ) (Proteus mirabilis
M50C). Pontos representam a média de trés repeticdes e as
barras o erro padrao.

Os resultados deste ensaio para o isolado M50C foram ambiguos,
pois na primeira avaliagdo de Hg remanescente as 4 horas de incubacéo, ele
apresentou uma remocao de 72% do mercurio e, as 8 horas de incubacéao,
76%. Entretanto, na terceira e quarta avaliagbes de mercurio remanescente, 0s
resultados foram opostos aos esperados, pois houve um aumento na
concentracdo de merclrio remanescente no meio de cultura. E importante
ressaltar as barras de erro padrdo das meédias das repeticbes nessa fase do
experimento, que mostram a diferenca de mercurio volatilizado entre as trés

repeticbes. Assim, concluimos que neste experimento pode ter ocorrido
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contaminacgao dos frascos que foram utilizados para a digestdo das amostras.

Por isso, futuramente o ensaio sera realizado novamente.

4.4 Caracterizacdo da mercurio redutase de  Pseudomonas sp.
B50A no extrato bruto

O tempo necesséario de incubacdo do isolado B50A para obtencao
de maxima atividade enzimatica no extrato bruto foi verificada apos a
incubacdo do microrganismo por 24 e 48 horas. A atividade enzimatica néo

diferiu em funcéo do tempo (p<0,05) (Figura 9).
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FIGURA 9. Atividade da mercurio redutase presente no extrato bruto em
diferentes tempos de reacado, apos 24 e 48 horas de incubacéo a
30°C. Pontos representam a média de trés repeticdes, as barras
o erro padrdo e médias com letras iguais ndo diferem entre
tempos de reacéao (p<0,05).
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Isto pode ser explicado pelos resultados obtidos no ensaio da volatilizacdo por
este microrganismo. O isolado B50A foi capaz de volatilizar aproximadamente
100% do Hg presente no meio de cultivo (2 mg L™) em 24 horas. Como o
operon mer nao apresenta expressao constitutiva, e sim induzida pela
presenca do mercurio no meio de cultivo (Brawn et al., 2003), pode-se supor
que o sistema de producdo da enzima MerA foi reprimido pela deficiéncia de
Hg no meio de cultura.

Para determinar qual o volume de extrato bruto (EB) se mostraria
mais adequado, foram utilizadas diferentes quantidades de extrato bruto de
B50A (200, 300 e 400 uL) na reacado. Esse ensaio foi necessario para conhecer
qual o momento ideal de leitura da queda da absorbancia para que a atividade
fosse mensurada e determinar o tempo necessario para o substrato ser
convertido em produto. A atividade enzimatica da MerA é medida pela queda
da absorbancia a 340 nm, devido a transformacao da forma reduzida de NADH
a oxidada NAD". Para isso, as leituras de decréscimo de absorbancia a 340 nm
foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 min.

Foram verificadas diferengas significativas (p<0,05) entre a atividade
enzimatica apresentada com 200 yL de EB e os volumes maiores (FiguralO).
Esse resultado pode ser devido ao déficit de NADH, cofatores e substrato
quando na presenca de maiores quantidades de enzima na reacéo. E possivel
ainda que em quantidades maiores de EB ocorra maior numero de inibidores
no extrato bruto. Nos dois ensaios realizados, observou-se que o tempo de
reacdo mais adequado para estimar o apice de atividade enzimatica foi aos 15

min (Figura 9 e 10).
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FIGURA 10. Efeito do aumento da quantidade de extrato bruto sobre a
atividade enzimética em diferentes tempos de reagéo. Pontos
representam a meédia de trés repeticdes, as barras o erro
padrdo e médias com letras iguais ndo diferem entre tempos
de reacéo (p<0,05).

O aumento da temperatura apresentou efeito positivo sobre a
atividade enzimatica (Figura 11). Acima de 45°C foi observado efeito negativo,
0 gque sugere desnaturacao da enzima. O aumento na atividade enzimatica que
ocorreu até 45°C pode ser devido a atividade catalitica das enzimas que séo
altamente dependentes da temperatura (Lehninger, 1995). Tem sido
demonstrado que as enzimas mercurio redutases de bactérias Gram-negativas
sdo estaveis a altas temperaturas (Izaki, 1977; Olson et al., 1982). No presente

estudo a temperatura étima variou entre 37 e 45°C.
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FIGURA 11. Efeito da variacdo da temperatura sobre a atividade da enzima
mercurio redutase presente no extrato bruto. Pontos
representam a meédia de trés repeticdes, as barras o erro padrao
e médias com letras iguais ndo diferem entre temperatura
(p<0,05).

A enzima demonstrou maior atividade entre os pH 6 a 8, sendo que
atividade maxima ocorreu em pH 8 (Figura 12). Estes resultados sé&o
concordantes com os de outros autores (Olson et al, 1982; Zeroual et al.,
2003), quando avaliaram microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos
respectivamente. O aumento do pH para o limite superior (8,0) resultou em
aumento da atividade enzimatica, indicando que valores de pHs mais alcalinos
sdo mais apropriados para o desempenho desta enzima. Os efeitos do pH

sobre as enzimas devem-se as variacbes no estado de ionizacdo dos
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componentes do sistema a medida que o pH varia. Como as enzimas séo
proteinas e contém muitos grupos ionizaveis, existem em diferentes estados de
ionizacdo e a atividade catalitica é restrita a uma pequena faixa de pH

(Lehninger, 2005).
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FIGURA 12. Efeito do pH do meio de reacdo sobre a atividade da enzima
mercurio redutase presente no extrato bruto. Pontos
representam a média de trés repeticdes, as barras o erro padréo
e médias com letras iguais ndo diferem entre pH (p<0,05).

A enzima mercurio redutase de B50A néo é inibida ou estimulada
pelos fons Ni#*, Cd?*, Sn*, Ba®’, NH," (Figura 13). A enzima foi
significativamente sensivel ao calcio, potassio e cobre (p<0,05), porém nenhum

destes ions foi capaz de inativar a enzima completamente. E possivel que
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tenha ocorrido a ligacdo destes ions com um grupo funcional essencial da
mercurio redutase, resultando numa mudanca conformacional ou apenas
ocupando o sitio ativo. No estudo de Ray et al. (1993) o cobre, niquel e cadmio
presentes em concentracbes dez vezes menores que as utilizadas nesse
estudo inibiram aproximadamente 100% da atividade enzimatica. Por outro
lado, Gachui (1997) ndo constatou queda de atividade enzimatica na redutase
estudada apods a adicao de niquel e cadmio, ao contrario do calcio e cobre que

inibiram parcialmente a enzima estudada.
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FIGURA 13. Efeito de ions sobre a atividade da enzima mercurio redutase
presente no extrato bruto. Pontos representam a média de trés
repeticdes, as barras o erro padrdo e médias com letras iguais
nao diferem entre ions (p<0,05).

Para verificar o efeito da concentracdo de mercurio na atividade

enziméatica da mercurio redutase do isolado B50A, diferentes concentragfes de
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merclrio na forma de HgCl, (0, 30, 60, 90, 120 e 150 umol L™) foram

adicionadas ao meio reacional (Figura 14).
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FIGURA 14. Efeito do aumento da concentracdo do substrato (Hg®*) como
indutor de atividade da mercurio redutase presente no extrato
bruto. Pontos representam a média de trés repeticdes, as barras o
erro padrdo e médias com letras iguais nao diferem entre
concentracdes de Hg (p<0,05).

O uso de concentragdes superiores a 30 umol L™ de Hg (figura 14)
causou aumento na atividade da mercurio redutase. Diferengas significativas
(p<0,05) foram observadas ao compararmos a mais baixa concentragéo
testada (30 pmol L™), com concentracdes maiores que 90 umol L™. Estes

resultados indicam que nas condi¢Oes avaliadas, as concentracdes entre 60 e
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90 umol L™ de merclrio ja seriam suficientes para a atividade maxima da
enzima, pois a partir destas concentracdes ocorreu uma estabilizacdo na taxa
de reacdo. Os parametros cinéticos do extrato bruto da mercurio redutase
foram obtidos diretamente pelo ajuste dos resultados da atividade da enzima
versus concentracdo de mercurio, utilizando-se a equacgdo hiperbdlica de
Michaelis-Menten. Verificou-se que a equacéo se ajustou adequadamente aos
dados (r?=0,98) e que 0 Vmax foi de 0,0845 pmol min™ e que o K, foi de 0,718

pumol L™,



5. CONCLUSOES

- Foram isolados dezesseis microrganismos resistentes ao mercurio,
sendo o género Pseudomonas o mais frequente, representando 62,5% dos
isolados, seguido do género Enterobacter com frequéncia de 25%;

- Todos os isolados apresentam alta resisténcia ao mercurio e alta
capacidade de o volatilizarem;

- A capacidade dos microrganismos de volatilizarem o mercuario ndo esta
relacionada a altas concentra¢des inibitdrias minimas, mas € afetada por
concentracdes subletais de Hg;

- A ampliacdo do tempo de incubacéo de Pseudomonas sp. B50A, néo
afeta positivamente a atividade da mercurio redutase deste microrganismo;

- A mercurio redutase produzida pela Pseudomonas sp. B50A apresenta
atividade 6tima nas temperaturas entre 37 e 45°C, pH 8 e é inibida pelos ions
Ca?*, K* e Cu* nas concentracdes utilizadas, e ndo é inibida ou estimulada
pelos fons Ni**, Cd**, Sn**, Ba®", NH,4".

- As bactérias isoladas e a enzima mercurio redutase sao eficientes na
reducéo de Hg (I) a Hg® o que evidencia o potencial destes microrganismos

para o desenvolvimento de tecnologias que visam a remediacdo de residuos

contaminados com mercurio.
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