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“O Segredo da vida é o solo, porque do solo dependem as plantas, a agua o clima e nossa
vida. Tudo esta interligado. N&o existe ser humano sadio se o solo ndo for sadio.”
Ana Primavesi



Resumo

Microrganismos sdo importantes ferramentas biotecnoldgicas para descontaminacdo de
residuos com metais pesados, pois apresentam alta eficiéncia e baixo custo. Dentre o0s
processos de tratamento ha estratégias de bioaumentacdo utilizando a biomassa microbiana
um biosorvente de metais pesados. O presente estudo teve objetivo de identificar entre
bactérias isoladas da agua residudria do processamento do café aqueles resistentes a altas
concentracdes de Pb>* e de Cd**, Pb®* e Zn®" desde o impacto destes metais na fisiologia até a
expressdo de genes de resisténcia a fim de inferir sobre a capacidade de remogéo destes metais
em ambientes multicontaminados. S. marcescens CCMA 1010 se destacou pelo crescimento
em até 4,0 mM de Pb*, apresentando taxa de crescimento e tempo de geracdo similar ao
controle (sem chumbo). No entanto a atividade bioldgica diminuiu nos primeiros 180 minutos
de exposicéo ao Pb®" estabilizando-se ap6s esse perfodo. Somente 0 gene ZntR foi detectado
inferindo que ha um mecanismo de regulacio da presenca de Zn®*, Cd** e Pb* no interior da
célula. Nos ensaios de remocdo em agua com Pb®* detectou-se 100% de remocdo do Pb*".
Entretanto, do meio de cultura LB observou-se baixa taxa de eficiéncia de remocdo do ion
metalico (=30%), utilizando a biomassa ativa ou inativa. O gene ZntR ndo apresentou uma
maior expressdo quando na presenca dos metais, sugerindo assim, que o metal ndo foi
absorvido pelas células bacterianas. S. marcescens CCMA 1010 mostrou-se resistente ao
Zn**>Pb?*>Cd**. A maior remogcdo de Pb** (31,8%) e Cd** (32,8%) foi observada em pH 5,0
e concentracdo inicial de 590 mg L™ para o Pb* e 470 mg L™ para o Cd**. A presenca dos
metais refletiu na variacdo no grupamento amina, grupo carboxyl, hidroxyl e ligacdo com o
oxigénio ou nitrogénio, sugerindo assim, mecanismos de adsorcdo dos metais na superficie da
parede celular. A biomassa de S. marcescens CCMA 1010 apresentou potencial de utilizagdo
em sistemas de tratamento de aguas residuais contaminadas com metais toxicos além de baixa

exigéncia nutricional para producdo da biomassa.

Palavras-chave: Biorremediacdo, Biossorcdo, Metais Pesados, Bactéria.



Abstract

Microorganisms are important biotechnologies tools for decontaminations of wastes with
heavy metals, because they present high efficiency and low cost. Among the process of
treatment have the strategies of bioaugmentation utilizing the microbial biomass with
biossorbent of heavy metals. The present study had objectives of identify among bacterias
isolated of wastewater of coffee process those resistant at high concentrations of Pb?*, Cd?*
and Zn®*, since the impact of these metals in physiology until the expression of resistance
genes, in order to infer about the capacity of removal these metals in multi-contaminated
environments. S. marcescens CCMA 1010 stood out by growth in until 4.0 mM of Pb*,
showing growth rate and generation time similar the control (without lead). However, the
biological activity decreased in first 180 minutes of Pb?* exposition stabilizing after this time.
Only zntR gene was detected inferring with exist a regulation mechanism of Zn, Cd and Pb
presence in side of cell. In experiments of Pb** removal in water was detected 100% of
removal of Pb?*. However, in culture medium LB was observed low efficiency of metal ion
removal (=z30%), utilizing the biomass active or inactive. The zntR gene don’t presented the
high expression in the lead presence, thus suggesting, with the metal don’t was absorbed by
bacterial cell. S. marcescens CCMA 1010 showed resistant at the Zn**>Pb**>Cd?*. The major
removal rate of Pb®* (31.8%) and Cd** (32.8%) was observed in pH 5.0 and initial
concentration of 590 mg L™ for the Pb?* and 470 mg L™ for the Cd**. The presence of metals
reflected in variation of amine group, carboxyl, hydroxyl group and ligation of oxygen and
nitrogen, thus suggesting, adsorption mechanisms of heavy metals in superficies of wall cell.
The biomass of S. marcescens CCMA 1010 showed potential use in systems of treatment of
wastewater contaminated of toxic metals beyond low nutritional exigency for biomass

production.

Keywords: Biorremediation, biossorption, heavy metals, Bacteria.
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1. CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1.1 Introducéo

Os processos de biorremediacdo envolvem principalmente a utilizacdo de plantas,
microrganismos ou a interacdo de ambos nos processos de descontaminacdo de ambientes. As
contaminagdes mais comuns podem ser causadas por metais pesados, CoOmpostos organicos ou
hidrocarbonetos, a partir de processos naturais ou antropogenicos (ADHOLEYA, 2012;
FADIGAS et al., 2002).

No Brasil, a resolucdo 420/2009 do CONAMA dispbe sobre os critérios de
contaminacgdo do solo quanto a presenca de substancias quimicas em decorréncia de atividades
antrépicas (CONAMA, 2009).

Em relacao a dinamica dos xenobidticos no solo, os contaminantes organicos podem
ser mineralizados por microrganismos aldctones ou autdctones ou serem utilizados como fonte
de carbono. Opostamente, 0s metais contaminam o ambiente e ndo sdo degradados. Nesses
casos, diversos mecanismos sdo apresentados pelos microrganismos como alternativa a
contaminagédo por esses elementos. Como por exemplo, em locais contaminados com metais
pesados, algas, bactérias, leveduras, fungos filamentosos e micorrizicos tolerantes,
representam um importante papel nos ciclos biogeoquimicos atuando direta ou indiretamente
nos processos de mineralizacdo, oxidacdo/reducdo, solubilizacdo, precipitacdo e volatilizacdo
de alguns metais pesados como Fe, Mn, Zn, Mg, Cr, Cd e Hg (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

Além da aplicacdo em solos contaminados, hd a possibilidade de utilizacdo dos
produtos metabolitos gerados pelos microrganismos, bem como a utilizacdo da biomassa
microbiana como biossorventes dos ions metalicos (YANG et al., 2016; HUANG; LIO, 2013).

Processos de resisténcia e remoc¢do dos metais também podem ser regulados por um
grupo de proteinas, denominados metalotioneinas, sendo esses compostos capazes de se
ligarem aos metais pesados presentes no solo, diminuindo a mobilidade desses metais e
impedindo que atinjam o interior das células, causando danos aos organismos (ARYAL,;
KYRIAKIDES, 2015). No processo de reducdo do Cr (VI), as enzimas cromato redutases sao
responsaveis por catalisar a reacdo de reducdo do Cr (VI) para Cr (lll), que é uma forma
menos toxica do elemento (THATOI et al., 2014).
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Outros elementos presentes nas células microbianas, como a melanina, glomalina e
siderdforos, sdo agentes quelantes ou complexantes dos metais presentes no ambiente, sendo
que a capacidade de biossorcdo esta relacionada ao mecanismo utilizado pelos
microrganismos para remocdo dos metais em questdo. Bacillus subtilis (Gram-postivos)
utilizam o grupo COO- do acido glutdmico do pepetideoglicano como agente primario para
ligagdo com os metais, apresentando afinidade principalmente ao Zn e Mg, ja algumas
espéecies de Penicillium sp. utilizam como principal polimero ligante a quitina-quitosana,
apresentando afinidade com Zn e Cu (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos removem de forma eficiente os ions metélicos. Entretanto, varios
fatores podem interferir nesse processo, sendo necessarias pesquisas, a fim de, conhecer a
dose méaxima tolerada pelo microrganismo, concentracdo dos metais no ambiente, pH,
composicao e concentracdo da biomassa, idade das células e presenca de cations e anions ou
outros elementos quimicos (QUINTELAS, 2000). Sendo assim, 0s microrganismos
apresentam potencial para serem utilizados como ferramentas biotecnoldgicas, abrangendo
diversas possibilidades de estudos em biorremediacdo, fornecendo resultados significativos e
economicamente viaveis, além de completar o ciclo biogeoquimico natural de cada elemento
(CHEUNG; GU, 2006; ABOU-SHANAB, 2011; EKMEKYAPAR, et al., 2013, REIS et al.,
2014; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As atividades mineradoras, industriais, agricolas e também as atividades urbanas
causam diversos impactos ambientais. Um deles é a liberacdo de elementos traco no ambiente,
que proporciona um grande potencial de contaminagdo, causando danos principalmente ao
préprio ser humano, devido ao alto poder carcinogénico de alguns elementos.

Diante das consequentes contaminagdes do ambiente por diferentes metais, diversos
métodos tém sido desenvolvidos para remediar esse problema. Dentre as técnicas
convencionais para remocao dos metais, h4 os métodos fisico-quimicos. Entretanto, algumas
dessas técnicas podem n&o ser funcionais ou ndo serem economicamente viaveis, gerando
assim, a necessidade de tratamentos alternativos, como por exemplo, a utilizacdo da biomassa
de microrganismos, que se destaca como uma técnica natural, economicamente viavel e com
baixo impacto ambiental.

Esse trabalho justifica-se pela necessidade de otimizar os processos de
biorremediagéo, visando identificar os melhores microrganismos para serem utilizados nesses
processos nas diferentes condi¢cdes ambientais. Desta formao trabalho tem como objetivo
identificar entre 0os microrganismos isolados da agua residuaria do processamento do café

aqueles resistentes a maior concentracdo de chumbo e otimizar a remocdo do Pb**, Cd** e
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Zn** em meio liquido utilizando a biomassa de Serratia marcescens CCMA 1010,

identificando possiveis mecanismos de resisténcia e estratégia de remogao.

1.2 Fundamentacéo Tedrica

1.2.1 Biorremediagdo

Devido aos rapidos processos de industrializacdo ha uma grande producéo de residuos
industriais, que podem conter grandes quantidades de elementos traco. Residuos de minas,
indUstrias de refinacdo de metais, lodo de esgoto além de usinas de incineragdo, liberam
grandes quantidades de Pb, Hg e Cd no ambiente, podendo assim, trazer prejuizos ambientais,
sendo necessario sua remoc¢do do meio ambiente, ou mesmo sua transformacdo em uma forma
menos toxica (NAIK; DUBEY, 2013).

Os processos de biorremediacdo sdo aqueles em que se utilizam organismos para
recuperar determinada area que sofreu algum impacto, como derramamento de 6leo, residuos
contaminados com metais pesados, contaminacao por matéria organica, pesticidas, etc. Nesse
contexto, podem ser utilizadas técnicas de fitorremediacdo que utilizam plantas, bem como,
técnicas que utilizam microrganismos, em alguns casos, podem ser utilizadas técnicas que
combinem a utilizacdo da inser¢cdo de microrganismos juntamente com espécies vegetais,
normalmente sdo utilizados microrganismos endofiticos ou simbidticos, que além de
estimularem o crescimento vegetativo, também auxiliam na biodegradacdo dos compostos,
biossorcdo ou mesmo pela alteracdo na mobilidade dos metais no solo (ROMERO et al.,
2005).

Nos processos que utilizam microrganismos, pode haver uma bioestimulacdo dos
microrganismos autoctones que naturalmente estdo presentes no ambiente ou pode haver uma
insercdo de algum microrganismo aloctone no local contaminado, técnica essa denominada de
bioaumentacdo (ABOU-SHANAB, 2011). Nesses processos, pode-se utilizar tanto biomassa
de microrganismos vivos quanto mortos, essas técnicas sdo consideradas eficientes,
economicamente viaveis e ambientalmente corretas quando comparados a outras técnicas
convencionais (HUANG et al., 2013; BAZ et al., 2014).

A contaminacdo dos solos com poluentes organicos e metais pesados apresentam sérios
riscos para a saude humana e para a estabilizagdo dos ecossistemas naturais, atraindo assim,
grande atengdo nos ultimos anos. Diante dessa necessidade, ha o desafio de desenvolvimento
de técnicas alternativas de biorremediacdo (CHEN et al., 2015). Nesse sentido, a utilizagdo de

microrganismos apresenta promessas na remediacdo de solos contaminados com compostos
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orgénicos, derivados de petrdleo, defensivos agricolas e também elementos traco
(ADHOLEYA, 2012).

Para aumentar a eficiéncia no tratamento de ambientes contaminados, € indicado a
combinacdo de técnicas de adsorcdo dos metais, com técnicas de recuperacao, e em seguida,
disponibiliza-los para a reutilizacdo na inddstria, uma vez que o processo de recuperacao dos
metais utilizando microrganismos, consiste em utilizar a biomassa das células para adsorcao.
Assim, posteriormente 0 metal pode ser separado da biomassa através de um processo de
dessorcdo, podendo haver a recuperacdo do ion metalico (BUTTER et al., 1998) e segundo
Quintelas (2000), esse método permite obter elementos com razoavel grau de pureza.

Os metais pesados sdo o principal grupo de compostos inorganicos que contaminam
grandes areas devido as atividades de mineracgdo, industria e agricultura por estarem presentes
em diversos defensivos agricolas (ADHOLEYA, 2012; BANKAR et al, 2012).

Normalmente metais pesados sdo continuamente despejados em sistemas aquaticos
devido aos processos industriais. O chumbo, mercario e cadmio sdo considerados os trés
metais mais toxicos (BANKAR et al., 2012). Outros metais como 0 cobre, cromo, zinco,
niquel e cobalto, sdo ions metalicos essenciais ao metabolismo celular. Entretanto, em altas
concentragdes sdo toxicos para as células (BISHNOI; GARINA, 2005).

A legislacdo brasileira que dispde sobre os critérios de contaminacéo do solo em relagao
a presenca de contaminantes organicos e inorganicos em decorréncia da atividade antrépica é
a resolucdo 420/2009 do CONAMA. Dispondo valores de referencia calculados em base com
0s riscos para a salde humana, apresentando em seu anexo | e 1, os valores de prevencao para
0s contaminantes, que € um valor limite da presenca da substancia no solo. Entretanto, a
resolucdo do CONAMA determina que os valores de referencia de qualidade dos solos devem
ser estabelecidos pelos 6rgdos ambientais competentes de cada estado.

O Conselho estadual de politica ambiental (COPAM) no estado de Minas Gerais
estabelece os valores de referencia para qualidade do solo, sendo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Lista de valores de orientadores para contaminacdo do solo por substancias
inorganicas no Estado de Minas Gerais

Solo mg Kg™ de peso seco

Substancia Valor de referencia Valor de prevencao
Arsénio 8 15
Cadmio <04 1,3
Chumbo 19,5 72

Cobre 49 60
Cromo 75 75
Ferro - -

Manganés - -

Mercario 0,05 0,5
Niquel 215 30
Zinco 46,5 300

Fonte: Adaptado de COPAM (2011)

Os processos de biorremediacdo podem ser aplicados tanto com técnicas ex-situ ou in-
situ. Nas técnicas ex-situ 0 solo contaminado é escavado ou a &gua subterranea é extraida
antes do tratamento, enquanto a remediacao in-situ ndo requer esse processo de escavagédo ou
extracao, o solo ou a agua sdo tratados no mesmo local (ABOU-SHANAB, 2011). A escolha
da técnica a ser aplicada deve levar em consideracdo os poluentes, tipos de contaminacao,
custo dos processos e a concentracao final do contaminante, que se deve apresentar de uma
forma aceitavel no final do tratamento (OLIVEIRA et al., 2008).

1.2.2 Meétodos ex-situ

As técnicas ex-situ sdo utilizadas principalmente para a remocdo de contaminantes
inorganicos, tais como metais pesados, radionucleideos, anions toxicos e outros, mas em
muitos casos, podem ser aplicados em contaminagfes organicas. Métodos fisicos e quimicos
tradicionais para a limpeza de poluentes sdo muitas vezes caros. Essas técnicas podem ser
limitadas, pela necessidade de um grande espaco disponivel para a deposi¢do dos poluentes e
além dos elevados custo de reagentes e energia e nem sempre € assegurada a descontaminacgao
completa dos contaminantes (ADHOLEYA, 2012).

Os principais métodos aplicados na biorremediacdo ex-situ sdo os tratamento em uma
fase semi-solida denominada de “slurry-phase” ¢ em uma fase solida. Na slurry-phase o solo
contaminado é combinado com H,0O; e outros aditivos em um bioreator. A lama resultante é
misturada constantemente para manter o contato dos microrganismos com 0s contaminantes.
Ao término do tratamento, o H,O, é removido do produto final, o material tratado é disposto a

outros tratamentos caso ainda se encontre contaminado (ABOU-SHANAB, 2011).
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Com o tratamento na fase solida, os solos s@o remediados em &reas de tratamento acima
do solo, equipados com sistemas de captagdo do chorume. Land farming, compostagem e
biopilhas sdo trés tipos de tratamento em fase solida.

O Land farming consiste em espalhar o solo contaminado sobre uma superficie de terra
ou espuma, acoplado a um sistema de coleta do chorume. E adicionada uma camada fina sobre
0 solo estimulando a atividade microbiana aerébica do solo, através da aeracéo e/ou adigdo de
minerais, nutrientes e aumento da umidade (ADHOLEYA, 2012). Entretanto, em muitos casos
a land farming, reduz a concentracdo de contaminantes no solo, devido principalmente, a
volatilizag8o, lixiviagao ou diluicéo através da mistura com solo ndo contaminado mais do que
através da degradacéo real pelos microrganismos (ABOU-SHANAB, 2011).

A compostagem tem o intuito de degradar compostos organicos toxicos ou diminuir sua
toxicidade. Devido ao aumento da atividade metabdlica, ocorre uma liberacdo de acidos e
aumento da temperatura resultando numa maior solubilidade e mineralizagdo dos compostos
organicos (ADHOLEYA, 2012). Entretanto, o desempenho da compostagem pode ser afetado
principalmente pela natureza do contaminante, condicdes e procedimentos da compostagem,
comunidades microbianas presentes e o tempo (BARKER; BRYSON, 2002).

Biopilhas é uma forma de tratamento do solo contaminado que consiste na utilizacdo das
técnicas de land farming e compostagem. O solo contaminado é misturado com um néo
contaminado, através de um processo de aeracdo had um estimulo da microbiota desse solo,
iniciando assim um processo de descontaminacdo. Os contaminantes sdo convertidos em CO,
e agua. As pilhas podem contar até 20 metros, e devem ser cobertas com plastico, a fim de,
evitar o escoamento, evaporacao e volatilizacdo, promovendo também um aquecimento pela
energia solar. Essa técnica favorece os microrganismos indigenas aerébicos e anaerébicos do
solo (ADHOLEYA, 2012).

1.2.3 Meétodos in situ

Adholeya (2012) define as técnicas in-situ como sendo aquelas aplicadas no solo ou
aguas causando um minimo de perturbacdo do ambiente. Essas técnicas sdo geralmente as
mais desejadas, devido ao menor custo e baixo impacto, uma vez que, fornegcam o tratamento
no local, evitando escavacOes e transporte do solo ou &gua. Entretanto, essa técnica pode ser
limitada pela profundidade do solo, ndo promovendo uma completa descontaminagéo.

Nas técnicas in situ podem ser utilizados métodos de bioestimulacdo ou bioaumentacao.

A bioestimulacdo estimula a degradacdo do contaminante pelos microrganismos indigenas,
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melhorando as condi¢des do meio, fornecendo condic¢des adequadas para o desenvolvimento
microbiano, aumentando assim a eficiéncia dos microrganismos em utilizar os compostos que
estdo disponiveis (OKAFOR, 2011).

Para promover a bioestimulacdo, sdo utilizados recursos como a bioventilacdo, que
envolve uma suplementacdo de ar e nutrientes no solo, estimulando 0s microrganismos;
Biodegradacdo in situ que utiliza a inser¢do de oxigénio e nutrientes através de uma solucéao
aquosa, estimulando a degradacdo de contaminantes organicos pelos microrganismos;
Biosparging que envolve a injecdo de ar sob pressdo, aumentando as concentracbes de
oxigénio nas 4aguas subterraneas, aumentando a taxa de degradacdo biolégica dos
contaminantes por bactérias indigenas, aumentando a superficie de contato entre o0s
microrganismos e os contaminantes (VIDALI, 2001).

Ja os processos de bioaumentacao utilizam a insercdo de microrganismos aléctones, com
reconhecida capacidade de degradacéo/remocéo do contaminante.

Em contaminacdo do solo a inser¢do de microrganismos al6ctones, podem apresentar
alguns fatores limitantes como a competicdo com as culturas indigenas no ambiente que
dificultam o desenvolvimento e a manutencdo da populacdo inoculada em condicbes viaveis
para 0s processos de biorremediacdo. Normalmente essa técnica € utilizada nas fases iniciais
de contaminacdo (OKAFOR, 2011) uma vez que a maioria dos solos que apresentam
exposicdo em longo prazo a contaminantes podem apresentar microrganismos resistentes aos

compostos, bem como, possivel capacidade de degradacdo dos mesmos (VIDALLI, 2001).

1.2.4 Aplicacdo de microrganismos para descontaminacéo de ambientes

Os métodos convencionais utilizados para remover os elementos traco sdo os métodos
fisico-quimicos que utilizam oxidacdo e reducdo dos metais, precipitacdo quimica, filtracéo,
tratamentos eletroquimicos, evaporacdo, trocas ibnicas e osmose reversa. Entretanto, esses
métodos apresentam certa limitagdo e muitas vezes nao sdo economicamente viaveis (COLIN
et al., 2012). Nesse sentido, a biossor¢do pelos microrganismos € um tratamento alternativo
aos métodos tradicionais, além de serem ambientalmente corretas (BANKAR et al, 2002), se
apresenta como uma opg¢ao econdmica e sustentavel para o desenvolvimento do tratamento da
remocao e recuperacao dos ions metalicos (BISHNOI; GARINA, 2005).

Devido a significancia ambiental e econdmica dos metais, é apresentado um interesse
em avaliar o comportamento microbioldgico em areas contaminadas, avaliando seu potencial
de biorremediacdo (GADD, 2002).
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Os microrganismos apresentam importante papel nos ciclos biogeoquimicos,
apresentando mecanismos de mobilidade dos metais no solo, bem como para outros
elementos, como carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre, com importantes aplicacdes para a
produtividade agricola, bem como, para a saude humana (GADD, 2002; MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006). Deste modo, bactérias, leveduras, algas e fungos sdo amplamente
utilizados como ferramentas biotecnolégicas para descontaminacdo de ambientes
contaminados com metais pesados, abrangendo novas possibilidades de estudo de
biorremediacéo nesses locais (HLIHOR et al., 2013; ZHENG et al., 2014; TABARAKI et al.,
2014; WANG et al., 2015).

A capacidade dos microrganismos em transformar os metais, esta ligada aos processos
de mobilizacdo e imobilizacdo, influenciando o balango dos mesmos entre suas fases soluveis
e insoltveis (GADD, 2004). Esses processos podem estar ligados a mecanismos microbianos,
tais como, oxidagédo/reducdo, mineralizacdo, solubilizacdo, precipitagdo e volatilizacdo dos
elementos, sendo diversos microrganismos envolvidos nesses processos como algas, bactérias,
leveduras, fungos filamentos e micorrizicos tolerantes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Dentre esses processos destaca-se a biossorcdo dos metais, que pode ser definida como a
adsorcdo ou absorgao microbiana dos elementos, tanto solGveis quanto insolGveis, por meio de
mecanismos fisicoquimicos, sendo que a biossor¢cdo pode fornecer locais de nucleacdo para a
formacdo de minerais estaveis (MCLEAN et al., 2002; GADD, 2004).

Os metais podem ser mobilizados pelo metabolismo de microrganismos autotréficos e
heterotrofos, pela lixiviacdo, quelacdo pela biomassa, metabdlitos e sider6foros microbianos,
bem como por processos de metilacdo. Tais processos podem levar a dissolugcdo de compostos
insolGveis de metal e minerais, incluindo fosfatos, éxidos, sulfetos e minérios mais complexos
e dessorcdo de espécie metalicas a partir de sitios de troca, como argila ou matéria organica do
solo (GADD, 2004). Segundo 0 mesmo autor, o processo de imobilizagdo dos metais pode
reduzir a quantidade de metais livres no ambiente, podendo promover uma solubilizacdo em
determinadas circunstancias, liberando assim mais metal na solucéo.

Sahin e Ozturk (2004) apresentam o potencial de biossor¢do do Cr (V1) por Bacillus
thuringiensis, demonstrando uma possivel utilizacdo desses microrganismos nos processos de
biorremediagdo. Ressaltando que o tempo de contato entre o adsorbato e o adsorvente é de
grande importancia no processo de adsor¢édo, dependendo do sistema de remocao dos metais a
serem utilizados. Sistemas de adsor¢do dos metais na parede celular de células mortas
necessitam de um menor tempo de contato, devido a n&o utilizagdo do metabolismo celular

Nesse processo.
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Em processos de rizoremediagdo, bactérias isoladas do solo rizosférico foram capazes de
remover em média mais de 20% do fon metalico (Pb*) em um meio liquido. Entretanto
alguns isolados foram capazes de remover cerca de 50% do ion (BOECHAT, 2014).

Leveduras também podem ser utilizadas em processos de biorremediacdo, Machado et
al. (2008) demonstraram que as células de levedura Saccharomyces cerevisiae foram capazes
de reduzir cerca de 90% da concentracdo de Ni** em meio sintético, sugerindo que a utilizacéo
da biomassa de S. cerevisiae € uma alternativa promissora nos processos de biorremediacéo de
ambientes contaminados com metais pesados. As cepas de S. cerevisiae também sdo capazes
de remover com sucesso 0 Cromo. Entretanto, os processos de absorcdo e de reducdo do
Cr(VI) sdo altamente dependentes do pH, apresentando uma completa remogéo em pH de 1-2
em 5-12 dias de incubacéo.

A biomassa de S. cerevisiae € uma alternativa eficiente para serem utilizadas como
biorremediadores especialmente porque representam um subproduto da indastria de
fermentacdo, sendo produzidos em grandes quantidades (HLIHOR et al., 2013).

Com a biossorcdo € possivel aplicar técnicas de recuperacdo do metal, sendo possivel
também a reutilizacdo do biossorvente (QUINTELAS, 2000). Bshnoi e Garima (2005)
demonstram que a utilizacdo de fungos filamentosos é de grande importancia nesse contexto,
uma vez que, a biomassa dos fungos apresenta uma remocao tdo eficiente quanto as dos
tratamentos convencionais, apresentando também uma facil regeneracdo, podendo ser
reutilizada em outros processos.

A contaminacdo de solos com elementos traco pode trazer consequéncias para as
comunidades bacterianas, fundamentais para manter a qualidade do solo. Estudos de
isolamento de microrganismos em areas contaminadas indicam possiveis mecanismos de
resisténcia aos poluentes, fluxo de energia e ciclagem desses elementos no solo (ZHANG et
al., 2015). Assim, ha um potencial de utilizarem microrganismos em solos contaminados, afim
de, diminuirem a biodisponibilidade de metais pesados para vegetais e também, diminuir o
impacto nos microrganismos do solo e consequentemente em seus processos (WANG et al.,
2014).

A concentragéo de elementos traco no solo podem interferir em outros mecanismos de
degradacédo de pesticidas, devido principalmente pela inibicdo de enzimas e do metabolismo
das bactérias, sendo assim, Tiwary e Dubey (2015), utilizando o Bacillus sp. AKD1,
demonstram que os altos valores de concentracdo minima inibitoria apresentado pela bactéria,
apresenta potencial para utilizacdo em processos de biorremediagdo de solos contaminados

com cipermetrina, ndo diferindo nos valores de degradacéo dos pesticidas quando na presenca
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dos fons metélicos V°*, Li** e Fe®*, sugerindo que a cepa AKD1 apresenta potencial para
utilizagdo em solos contaminados com elementos traco e cipermetrina.

Biosurfactantes produzidos por microrganismos apresentam capacidade de formacéo de
um complexo com os elementos trago presente no solo. Nesse sentido, Yang et al. (2016),
confirmaram a producdo de glicolipideos por Burkholderia sp. Z90, o qual apresentou
eficiéncia na remocdo de Pb, Cu, As, Mn, Cd e Zn em solos contaminados, determinando a

possibilidade de utilizacdo dessa bactéria em processos de biorremediacéo.

1.2.5 Resisténcia a metais pesados por bactérias

Os mecanismos de resisténcia dos microrganismos aos metais podem ser resultado de
uma contaminacdo do ambiente. Pesquisas demonstraram que uma populacdo de
microrganismos ap0s uma contaminacdo sistematica por efluentes industriais contendo
elementos trago, apresentou um aumento na resisténcia aos contaminantes mantendo suas
caracteristicas fisiologicas, proporcionando a manutencdo das células e sobrevivéncia nos
ambientes contaminados (ANSARI; MALIKI, 2007).

H& nos microrganismos diversos mecanismos de resisténcia para minimizar os impactos
dos elementos traco devido as caracteristicas quimicas e toxicidade de cada elemento, bem
como, sua concentracdo (HUANG, et al., 2014).

Um fator determinante para essa tolerancia é a transferéncia de plasmideos por
conjugacdo, contribuindo assim para manter as caracteristicas de resisténcia na comunidade
microbiana, desempenhando um papel importante na adaptacdo desses microrganismos a
ambientes contaminados (JORQUERA et al., 2010).

A contaminagdo do solo, seja por defensivos agricolas ou mesmo por metais pesados,
pode gerar uma pressdo seletiva nos microrganismos, causando uma disseminacdo dos
plasmideos de resisténcia (ANJUM et al., 2011). Como os mecanismos de resisténcia a
elementos traco estdo ligados a resisténcia a antibidticos (CASTRO et al., 2015) a inser¢éo de
microrganismos resisténcia a elementos traco no ambiente para processos de biorremediacao
deve ser levado em consideracdo, devido ao risco de uma transferéncia horizontal desses

genes, conferindo resisténcia a antibioticos a outras bactérias (DREWNIAK et al., 2015).

1.2.6 Influencia dos metais no crescimento celular
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Para a aplicagcdo dos microrganismos na remogéo de elementos traco no ambiente, testes
em escalas laboratoriais sdo necessario para conhecer a resisténcia dos microrganismos aos
elementos contaminantes, concentracao desses metais no meio, bem como, as condicdes ideais
de remocdo, variando-se os valores de pH, concentracdo celular do indculo, temperatura e
tempo de contato dos microrganismos com 0s metais.

A influencia dos elementos trago no crescimento celular pode ser avaliada utilizando-se
uma curva de crescimento dos microrganismos em meios de cultura contendo concentragdes
dos metais. Kinoshita et al. (2013), avaliaram a influencia dos metais Cd*?, Pb*?, As*? e Hg*?,
no crescimento de Weisella viridescenses MYU 205, Lactobacillus sakey MYU 210 e
Lactobacillus mucosae MYU 224, durante um periodo de 48 horas, comparando o
crescimento a um tratamento controle, com auséncia dos metais. O Hg*™ foi o elemento que
apresentou maior influencia negativa sobre o crescimento dos microrganismos estudados,
apresentando um atraso no crescimento das bactérias L. sakey e L. mucosae e a inibi¢cdo do
crescimento ap6s 48 h de contato com W. viridescenses. Sugerindo que a toxicidade do Hg™ é
maior, quando comparada aos outros elementos traco, possivelmente, pelo Hg*? ter sido
transportado para o interior da célula, reduzindo ou inibindo o crescimento bacteriano, uma
vez que, o Hg™ pode inibir a produgdo de enzimas como a Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, essencial para o metabolismo celular.

Huang et al. (2014), estudando a dindmica de crescimento de Bacillus cereus sobre a
presenca de Cd*®> demonstraram um aumento da fase lag influenciado diretamente pela
concentracdo do metal no meio de cultura, concentragées de 50, 100 e 150 mg L™ apresentam
uma fase lag de 4, 6 e 10 h respectivamente. Concentragdes inferiores de Cd*?, como a de 20
mg L, apresentou crescimento similar ao tratamento controle. Resultados semelhantes
encontrados por Guo et al. (2010), para Bacillus sp. na presenca de Cd*?, Pb*?, Cu*? e Cr*?,
onde a dosagem de 100 mg L™ de Cd*® apresentou um aumento da fase lag de
aproximadamente 23,86% em relacéo ao controle.

Estudos da dindmica de crescimento dos microrganismos na presenca dos elementos
traco sdo importantes, pois o processo de remogdo microbiana dos metais, esta relacionado
com a fase de crescimento dos microrganismos, sendo apresentado por Huang et al. (2014),
que 0 0 B. cereus apresentou um maximo de remocéo na fase exponencial quando em baixas
concentracdes de Cd*2 Entretanto, em altas concentragdes do metal, apresentou maior taxa de
remocdo na fase estacionaria, demonstrando uma variagcdo dos mecanismos de resisténcia em

resposta a diferentes concentrages de Cd*2.
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A concentragdo minima inibitéria (CMI) é considerada a menor concentracdo do metal
em que o crescimento do microrganismo é afetado. Sendo possivel demonstrar, que 0s
mecanismos de resisténcia estdo ligados ndo s6 aos elementos, mas também a concentracao
dos mesmos. Avaliar a resisténcia dos microrganismos a variagdo na concentracdo dos
elementos traco é de extrema importancia, pois alguns metais como o zinco, pode ser
considerado um elemento necessario para as células. Entretanto, em determinada
concentracdo, apresenta-se como um produto toxico, sendo a caracteristica de toxicidade dos
metais variavel para cada microrganismo (MUNOZ et al., 2012).

Nesse sentido sdo utilizadas diversas concentragcbes dos elementos traco diluidos em
meios de cultura contendo &gar. Castro et al. (2015) utilizaram meio &gar nutriente
enriquecido com concentragdes de Cd*? (0; 0,1; 0,5; 1 e 2 mM), Cu (0; 0,1; 0,5; 1 e 2 mM) e
Zn (1; 2,5; 5; 10; 15 e 25 mM). Ansari e Malik (2007) para os metais Ni*?, Cd*?, Cu*?, zn*?,
Pb*? e Hg*?, utilizaram concentracdes variadas de 3,12 a 3200 ug/ml, analisando ao final, a
resisténcia aos elementos traco pelos microrganismos.

Estudos de concentracdo minima inibitéria sdo importantes, pois sdo capazes de
comparar a resisténcia de novos microrganismos isolados com o0s que ja apresentam conhecida
acdo de resisténcia aos metais (CHEN et al.,, 2008). A tabela 2 apresenta valores de

concentracdo minima inibitoria para diferentes metais e bactérias encontrados na literatura.



Tabela 2. Valores de concentragcdo minima inibitéria (CMI) para diferentes metais e microrganismos (Continua)

Metal Microrganismo CMI Referencia

Ag Klebsiella sp. 353 0,1-0,3(mM) Munoz et al. (2012)
Enterobacter sp. 2E4 0,1-0,3 (mM) Munoz et al. (2012)

As T.paurometabola A157 3 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
P. aeruginosa B239 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
C. taiwanensis E326 3 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
B. cereus ATCC11780 3 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
E. coli ATCC25924 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)

Cd Cupriavidus pauculus 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
Ralstonia pickettii 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
Ralstonia pickettii 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
Burkholderia anthina 2 (mM) Castro et al. (2015)
Elizabethkingia anophelis 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
T.paurometabola A156 3 (MM) Limcharoensuk et al. (2015)
P. aeruginosa B238 8 (mMM) Limcharoensuk et al. (2015)
C. taiwanensis E325 5 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
B. cereus ATCC11779 1 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
E. coli ATCC25923 1 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
Cupriavidus taiwanensis TJ210 2,5 (mM) Chen et al. (2008)
Bacillus sp. 2 (mM) Guo et al. (2010)

Co T.paurometabola A158 1 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
P. aeruginosa B240 1 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
C. taiwanensis E327 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
B. cereus ATCC11781 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
E. coli ATCC25925 3 (mMM) Limcharoensuk et al. (2015)
Cupriavidus taiwanensis TJ212 5 (mM) Chen et al. (2008)
Bacillus sp. 200 mg L Ren et al. (2015)

Cr Bacillus sp. 12 (mM) Guo et al. (2010)

Cu Cupriavidus pauculus 1 (mM) Castro et al. (2015)
Ralstonia pickettii 1 (mM) Castro et al. (2015)
Ralstonia pickettii 1 (mM) Castro et al. (2015)
Burkholderia anthina 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
Elizabethkingia anophelis 0,5 (mM) Castro et al. (2015)
Cupriavidus taiwanensis TJ209 5 (mM) Chen et al. (2008)

€¢



Hg

Ni

Pb

Zn

Bacillus sp.

Bacillus sp.
T.paurometabola A159
P. aeruginosa B241

C. taiwanensis E328

B. cereus ATCC11782

E. coli ATCC25926
Citrobacter intermedius
Pseudomonas mallei
Proteus mirabilis
Staphylococcus aureus
Bacillus megaterium
Corynebacterium xerosis
T.paurometabola A160
P. aeruginosa B242

C. taiwanensis E329

B. cereus ATCC11783

E. coli ATCC25927
Cupriavidus taiwanensis TJ213
Bacillus sp.

Klebsiella sp. 351
Enterobacter sp. 2E2
Cupriavidus taiwanensis TJ208
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Cupriavidus pauculus
Ralstonia pickettii
Ralstonia pickettii
Burkholderia anthina
Elizabethkingia anophelis
Klebsiella sp. 352
Enterobacter sp. 2E3
T.paurometabola A155
P. aeruginosa B237

C. taiwanensis E324

800 mg L
10 (mM)
0,2 (mM)
0,2 (mM)
0,7 (mM)
0,2 (mM)
0,1 (mM)
25,6 (mMM)
6,4 (mM)
12,8 (mM)
12,8 (mM)
25,6 (mM)
6,4 (mM)
3 (mM)

3 (mM)

4 (mM)

3 (mM)

4 (mM)
1,5 (mM)
400 mg L
445 (mM)
5-6 (mM)
15 (mM)
2000 mg L
4 (mM)

5 (mM)

5 (mM)

15 (mM)
25 (mM)
25 (mM)
28-32 (mM)
19 - 21 (MM)
22 (mM)
19 (mM)
19 (mM)

Ren et al. (2015)

Guo et al. (2010)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Keramati et al. (2011)
Keramati et al. (2011)
Keramati et al. (2011)
Keramati et al. (2011)
Keramati et al. (2011)
Keramati et al. (2011)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Chen et al. (2008)

Ren et al. (2015)

Munoz et al. (2012)

Munoz et al. (2012)

Chen et al. (2008)

Ren et al. (2015)

Guo et al. (2010)

Castro et al. (2015)

Castro et al. (2015)

Castro et al. (2015)

Castro et al. (2015)

Castro et al. (2015)

Munoz et al. (2012)

Munoz et al. (2012)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)
Limcharoensuk et al. (2015)

ve



B. cereus ATCC11778 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
E. coli ATCC25922 2 (mM) Limcharoensuk et al. (2015)
Cupriavidus taiwanensis TJ211 7,5 (mMM) Chen et al. (2008)

Bacillus sp. 1500 mg L Ren et al. (2015)

Bacillus sp. 5 (mM) Guo et al. (2010)

(Concluséo)

14
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A resisténcia aos elementos traco pelos microrganismos esta ligada a diferentes
mecanismos, a tabela 2, demonstra um perfil de resisténcia a diferentes elementos por
diferentes bactérias. De acordo com os dados apresentados, a escala de toxicidade apresenta-
se da seguinte forma Ag>Cd>Co>As>Cu>Ni>Pb>Hg>Cr>Zn.

Experimentos com testes de concentra¢cdo minimina inibitoria dos elementos traco em
microrganismos isolados de ambientes contaminados séo capazes de demonstrar a resposta
dos isolados a diferentes metais e concentracdes dos mesmos. Geralmente, microrganismos
isolados de areas contaminadas sdo considerados resistentes (BAZ et al., 2014). Entretanto,
Munoz et al. (2012), demonstraram uma heterogeneidade nesses resultados, apresentando
alguns isolados altamente tolerantes, e outros sensiveis mesmo em concentragdes baixas dos

elementos.

1.2.7 Biossorcdo de elementos trago por bactérias

A biossorcdo é considerada a propriedade da biomassa em agregar e concentrar ions ou
outras moléculas de uma solucéo, através de processos de adsorcdo na superficie na parede
celular devido a afinidade entre as moléculas ou absorcdo utilizando transporte ativo de
metabolitos (VOLESKY, 2007).

Os microrganismos de uma forma geral apresentam importante papel em ecossistemas
contaminados com elementos-traco, devido seus mecanismos de transformacao dos elementos
em suas diversas fases de solubilidade e insolubilidade (GADD, 2004). O isolamento e
identificacdo de microrganismos presentes em areas contaminadas sdo importantes, pois
apresentam um maior potencial de serem utilizados como ferramentas biotecnolégicas (LU et
al., 2008).

H& nesse sentido diversas estratégias adotadas pelos microrganismos em ambientes
contaminados, incluindo mecanismos de volatilizacdo, exclusdo e precipitacdo extracelular,
biossorcdo extracelular em sitios especificos alem de complexacdo dos metais no interior das
células, (ANSARI E MALIK, 2006; HUANG et al., 2014; FLYNN et al., 2014; REN et al.,
2015). As condicbes do meio, como concentracdo dos metais, pH, concentracdo das células
entre outros fatores, podem interferir nos processos de biossorc¢éo ou bioacumulagdo (SAHIN;
OZTURK, 2005).

O termo biossorcdo é comumente utilizado na literatura, generalizando diversos
processos realizados pelos microrganismos. Na figura 1 é apresentado um modelo de

interacdo entre 0s microrganismos e 0s elementos traco, adaptado de Vullo et al. (2008).
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Biosorption Bioaccumulation
Diffusion
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HS+M® —»MS

M¥ + COs& —» MCO;
+#20H—» M(OH),

Chemosorption mediated by
microorganisms

Biotransformation
HPO/ +M*™—» MHPO,

M

Figura 1. Modelo das interacdes entre 0os microrganismos e os elementos traco. Adaptado de
Vullo et al. (2008).

O modelo demonstra a capacidade de imobilizar os metais pelos microrganismos,
estando essa capacidade relacionada aos diferentes tipos de microrganismos, composi¢do
quimica dos compostos além dos processos fisicos-quimicos do ambiente. Observam-se 0s
mecanismos de biossorcdo do metal na parede celular do microrganismo; Processos de
bioacumulacdo no interior da célula; Biomineralizacdo dos elementos atraves de substancias
produzidas pelos microrganismos; Biotransformacdo dos elementos, através da reducédo
atdmica dos elementos. Outra vantagem da utilizagdo de microrganismos nos processos de
biossorcdo relaciona-se com a possibilidade de modificacdes genéticas, promovendo uma
maior capacidade de absorcdo dos metais (VULLO et al., 2008).

Biondo et al. (2012) estudando os processos de biossorcdo de elementos traco na
biomassa de Cupriavidus matallidurans CH34, apresentaram um aumento na absor¢cdo dos
ions metélicos na parede celular da bactérias apds a insercdo de um gene denominado
phytochelation EC20sp. no plasmideo bacteriano, podendo ser observado na figura 2 imagens
de microscopia eletronica de transmissdo, observando a presenca do Pb*? na superficie da

célula.
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Figura 2. Imagen de MET da bactéria Cupriavidus metallidurans CH34 apds tratamento com
1 mM de Pb*2. Adaptado de Biondo et al. (2012).

Observa-se na figura 2A maior acumulo do Pb*? na parede celular de C. metallidurans
CH34 apos insercdo do gene, em comparacdo com a célula selvagem na figura2 B.

Os processos de biossorcdo apresentam-se com uma boa relacdo custo-beneficio através
de sua eficiéncia na remocdo de poluentes organicos e inorgénicos de ambientes
contaminados, quando comparados a técnicas de fitoremediacdo ou atenuacdo natural dos
poluentes (AGNELO et al., 2016; KAVAMURA; ESPOSITO, 2010). Os processos de
biossorcdo que utilizam biomassa morta para acumular elementos traco, podem ser
considerados um método mais competitivo e economicamente viavel, uma vez que é dificil
manter a biomassa viva e metabolicamente ativa (VELASQUEZ; DUSSAN, 2009).

Diversas bactérias podem ser utilizadas como agentes biorremediadores. Sendo
demonstrado por Lu et al. (2008) o potencial de biosorcdo de metais por Enterobacter sp.
indigenas, com uma afinidade aos elementos Pb*?, Cu*? e Cd*%. Proporcionando assim a
utilizagdo desses microrganismos como uma ferramenta biotecnologica, para
descontaminacdo de locais multi-contaminados por elementos traco.

Reis et al. (2014), estudando trés isolados identificados do solo e de alimentos
fermentados (Bacillus simplex - CCMA 0006, Bacillus subtilis - CCMA 0054 e Acetobacter
tropicalis - UFLADR 6.12) demonstram que os isolados podem ser utilizados em processos
de biorremediaco de solos contaminados com Fe**. Entretanto, o Bacillus subtilis apresentou
uma maior eficiéncia, com cerca de 99,22% de remocdo do Fe*™® quando na concentracéo de
0,75 g/L do Fe™ em 7 dias de cultivo, no pH 3,5, apresentando uma promessa alternativa aos

métodos convencionais de tratamento de solos contaminados.
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Wang et al. (2015) demonstraram que a bactéria Pannonibacter phragmitetus pode ser
utilizada em processos de recuperacdo de solos contaminados com Cr, mesmo em locais com
contaminacdo de multi-metais. Esse microrganismo demonstra vantagens competitivas em
processos de biorremediacdo em solos contaminados, uma vez que, a populacdo de P.
phragmiteus apresenta um aumento rdpido de sua populacdo depois que o Cr(VI) é
completamente reduzido.

Fatores como pH, concentracdo do elemento e a temperatura influenciam diretamente
nos processos de biorremediagdo. Entretanto, para remogdo de Cd*? por Bacillus licheniformis
0 aumento da temperatura ndo afetou a remocgéo, mas para a remocgao do Cr (VI) o aumento
da temperatura apresentou um efeito negativo (ZOUBOULIS et al., 2004).

Em processos de sorcdo dos metais na biomassa inativada, Zouboulis et al. (2004)
demonstraram uma diferenciacdo dos niveis de remoc¢do comparando a biomassa de Bacillus
licheniformis e Bacillus laterosporus, apresentando uma remocdo de 142,7 e 159,5 mg/L™
respectivamente para o Cd*? e uma remocéo de 62 e 72,6 g/L™ para o Cr (VI)

Baz et al. (2014) demonstraram que microrganismos isolados de areas de mineracéo,
apresentam consideravel resisténcia a elementos traco, bem como, capacidade para remogcéo.
Entretanto, o nivel de tolerdncia dos microrganismos aos elementos, ndo esta necessariamente
relacionada com sua capacidade de utilizacdo dos metais em seu metabolismo, ou mesmo na
capacidade de quelar ou alterar sua solubilidade no meio, em condic¢Oes experimentais. Neste
trabalho a estirpe de Streptomyces sp. BN2 apresentou resisténcia a uma maior dosagem de
Pb*? quando comparada a estirpe de Streptomyces sp. BN48. No entanto, a estirpe BN48,
apresentou maior capacidade de acumulacdo do metal, sugerindo uma nédo correlagdo entre
resisténcia dos metais e capacidade de acumulacdo pelos microrganismos testados.

O Pb é um elemento altamente tdxico para 0s organismos, apresenta persisténcia no
ambiente e acumula-se nos organismos, sendo transportados através de redes troficas
(BARKIDERE et al., 2016). Processos de biorremediacao utilizando microrganismos para a
remocao do Pb recebeu atencdo nas ultimas décadas (NAIK; DUBEY, 2013).

Avaliando os mecanismos de imobilizacdo do Pb por Bacillus subtilis, Bai et al. (2014)
observaram uma diminuicdo da biodisponibilidade do Pb através de processos de biossorcao,
bioacumulagéo e conversdo do metal em formas mais estaveis. Os mecanismos utilizados para
esse processo é o de complexacdo do Pb na parede celular, formacéo de precipitados na forma
de Pbs(PO,4)30H, Pbs(PO4)sCl e Pb10(PO4)s(OH)2 e acumulacdo do metal no interior das
células. Huang e Liu (2013) demonstraram que a adsorcao dos metais como o Cd** e Pb?* por
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Pseuddmonas sp. estdo relacionados aos grupos aminas, carboxil e hidroxil presentes na
superficie da parede celular.

O Cr*® que se apresenta em estado mével, é considerado um elemento contaminante de
alta toxicidade, apesar de ser utilizado em varias industrias, possui caracteristicas
carcinogénicas e mutagénicas, devendo ser reduzido a sua forma trivalente Cr*> que é uma
forma menos tdéxica e insolivel (CHEUNG; GU, 2007; THATOI et al., 2014). S&o
encontradas em algumas bactérias as enzimas cromato redutases, que sdo responsaveis por
catalisar a reducdo de Cr*® para Cr*®. Essas enzimas tém recebido uma atencdo especial,
devido ao seu potencial de utilizagdo em processos de biorremediagdo. Wang et al. (2015)
demonstraram que a bactéria Pannonibacter phragmitetus pode ser utilizada em processos de
recuperacdo de solos contaminados com Cr, mesmo em locais com contaminacdo de multi-
metais. Esse microrganismo demonstra vantagens competitivas em processos de
biorremediagdo em solos contaminados, uma vez que, a populacdo de P. phragmiteus
apresenta um aumento rapido de sua populacao depois que o Cr é completamente reduzido.

Huang et al. (2014) demonstraram que os mecanismos de bioacumulacdo de Cd sdo
dependentes das concentracdes do elemento, baixas concentracdes favorecem mecanismos de
acumulo no interior das células, enquanto altas concentragcdes favorecem mecanismos de
acumulo no exterior, devido principalmente aos danos causados pelo metal, levando a
exclusdo dos mecanismos de complexacdo no interior das células.

Além da concentracdo dos elementos serem fatores fundamentais para 0s processos de
biossorcdo, uma multi-contaminacdo também pode interferir nesses processos, devido
principalmente pela competicdo por sitios de ligacdo na superficie celular, apresentando
efeitos antagonicos da remogéo dos metais, quando comparados a processos de biossorcao de
elementos de forma separada (ANSARI; MALIK, 2007).

Assim, o0s processos de biossor¢do pelos microrganismos estdo em funcgédo de diversas
condi¢des ambientais, como: pH, concentracdo do inoculo, fase de vida dos microrganismos,
concentracdo inicial dos ions e temperatura (MALIK, 2004; EKMEKYAPAR et al., 2011,
REIS et al., 2014).

1.2.8 Utilizacao de Serratia marcescens em processos de biorremediagao

Serratia marcescens é uma bactéria gram negativa anaerdbica facultativa, apresenta

morfologia de coco bacilos e pode ser encontrada em diversos ambientes, como, solo, agua,
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ar, plantas, alimentos, etc. Apesar de estarem relacionadas com infec¢Ges hospitalares,
existem diversos estudos de aplicacdo biotecnoldgicas, como na biossor¢do de elementos
traco (CRISTANI et al., 2012), e na biodegradacdo de biodiesel (SOUZA et al., 2016) e
pesticidas (CYCON et al., 2013).

Esses microrganismos podem apresentar como metabdlito secundério, uma pigmentacdo
denominada de prodigiosina, que é um pigmento vermelho com caracteristicas antifangicas,
antiprotozoarias e antibacteriana. Entretanto, a producdo da prodigiosina pode estar
relacionada com nutrientes do meio, como carbono, nitrogénio, temperatura, ions metalicos,
entre outros (CRISTANI et al., 2012; KIMYON et al., 2016).

Estudos realizados por Cristani et al. (2012) demonstraram eficiéncia da utilizacdo de S.
marcescens na remocao de elementos traco, principalmente o Pb*2. Entretanto, a producéo de
prodigiosina foi afetada pela presenca dos ions metalicos, caracterizando a producdo do
pigmento pela bactéria como um bioindicador de toxicidade das células.

Cepas de Serratia sp. isoladas de areas contaminadas com Radio apresentaram alto
desempenho na remocéo do elemento com valores de 75 a 80% de remocao, sendo indicados
em aplicacdes biotecnoldgicas de separacdo e recuperagdo do ion (ZAKERI et al., 2010).

Além da possivel aplicacdo de S. marcescens em processos de remoc¢do de elementos
traco, ha também a possibilidade de degradacéo de compostos derivados do petréleo. LI et al.,
2008, demonstraram que testes de crescimento de microrganismos em meios contaminados,
podem indicar os melhores isolados para atuarem em processos de biorremediacdo de areas
contaminadas.

Em trabalho realizado por Souza et al. (2016), S. marcescens 110 UFRGS demonstrou
crescimento em meios de cultivo contendo diesel, ocorrendo uma biodegradacdo do produto,
utilizando os hidrocarbonetos presentes no diesel como fonte de energia, 0 que pode ser

deduzido pela presenca de um gene alkB na bactéria.

1.2.9 Diversidade microbiana em ambientes contaminados

A diversidade microbiana esta ligada principalmente a capacidade de fungos e bactérias
em utilizar uma grande quantidade de compostos organicos como fontes de carbono e energia.
O conhecimento dessa diversidade € de grande importancia, pois &€ economicamente e
ambientalmente relevante. As mesmas bactérias que se apresentam de uma forma indesejavel

como, por exemplo, a Rodhococcus erythropolis que podem causar doengas em humanos e
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outros animais, ¢ amplamente distribuida no solo e é capaz de substituir a&tomos de enxofre
por atomos de oxigénio no petroleo (TORTORA, 2012).

Os metais pesados acumulam-se no ambiente e principalmente em locais de mineracédo
podem causar impactos negativos a microbiota do solo (OBBARD; JONES, 1993), bem como
aos demais organismos que estdo presentes no ambiente, tanto procaridticos quanto
eucarioticos (ZIRNSTEIN et al., 2012).

As populacbes e atividades microbianas em ambientes contaminados sdo fortemente
influenciadas pelas condi¢cGes ambientais, tais como teores de nutrientes no solo e
temperatura. Em meses de menor temperatura em solos com teores elevados de chumbo, a
populacéo e atividade microbiana sdo afetadas negativamente. Sendo assim, é possivel utilizar
parametros microbioldgicos como a atividade de fungos e bactérias como indicadores da
qualidade de solos impactados (BARROS et al., 2010).

Com o impacto negativo das atividades mineradoras na saude publica e ambiental,
através principalmente da degradacdo do ecossistema aquatico causando a diminui¢do do pH
e liberacdo de niveis elevados de metais pesados, surge a necessidade de desenvolvimento de
tecnologias ambientais sustentaveis para remediacdo desses ambientes. Para controlar ou
diminuir os impactos no meio ambiente, é necessario se conhecer a diversidade e composicao
da comunidade microbiana das regifes afetadas, pois os parametros fisicos e quimicos do
ambiente estdo ligados diretamente a processos biéticos (MAHOPATRA et al., 2011; LEE,
1994).

As abordagens moleculares tém sido desenvolvidas até o momento para analisar a
diversidade, filogenia, ecologia e estrutura microbiana nos ambiente. Com o surgimento de
metodologias que produzem dados de sequéncia de DNA e RNA em grandes quantidades,
ferramentas de bioinformatica e uma padronizacdo e automatiza¢do dos métodos moleculares
como a metagendmica e metaprotedmica, facilita na elucidacdo dos papéis ecofisiologicos dos
microrganismos nos ambientes contaminados, promovendo o desenvolvimento de estratégias
para gerenciar 0os impactos ambientais causados pelas inddstrias mineradoras, e possivel
utilizacdo desses microrganismos em processos industriais de baixo custo para a
descontaminacdo de locais contaminados principalmente com elementos tracos
(MAHOPATRA et al., 2011).

Zirnstein et al. (2012) estudando os biofilmes formados em uma mina de urénio na
Alemanha, demonstram a presenca ndo s6 de archaea e bactérias como a de organismos

eucaridricos (fungos, protozoarios e alguns invertebrados), mesmo que em baixa diversidade,
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indicando resisténcia e influencia desses organismos nos ciclos biogequimicos dos elementos,
bem como na mobilizag&o e imobilizagdo dos metais nesses ambientes.

Analisando a diversidade microbiana Qu et al. (2011) demonstraram que a populacéo
microbiana foi bastante reduzida na presenca de chumbo e zinco, quando nas concentracdes
de 1500 e 995 mg/Kg™, respectivamente. As atividades de uréase, fosfatase e desidrogenase
do solo também foram negativamente correlacionadas com as concentragdes de chumbo e
zinco. Assim, se analisar os padrfes de PCR-DGGE combinados com as analises de
atividades enzimaticas do solo, pode-se gerar indices para avaliacdo da qualidade do solo por
contaminagdo com metais pesados.

A resisténcia a metais pesados esta ligada a genes de resisténcia. Um estudo com uma
comunidade microbiana do estuario do Sena na Franca, demonstra que para bactérias dos
grupos Staphylococcus e Micrococcus a presenca do plasmideo contendo o gene cadA
flanqueadas por sequéncias de insercdo 1S257 poderia ser responsavel pela disseminacdo
deste gene de resisténcia ao cadmio nesse ambiente aquatico (OGER et al., 2003).

1.3 Consideracoes finais

Os microrganismos apresentam papel importante nos processos de biorremediacdo de
areas contaminadas com metais pesados. Entretanto, mesmo com diversos trabalhos de
pesquisa utilizando os microrganismos em diferentes condi¢Ges, ha ainda uma grande
caréncia de estudos e aplicacdes dos microrganismos como biorremediadores.

O presente trabalho tem o objetivo consolidar conhecimento em relacdo a utilizacdo de
microrganismos na remogdo dos metais pesados, possibilitando aplicagfes futuras desses

microrganismos em sistemas de tratamento, biofiltros ou mesmo em aplicagdes in situ.
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Artigo 1: Impact of Pb?* in growth and biologic activity of Serratia marcescens CCMA
1010 inoculant selected for wastewater treatment

Abstract

Microorganisms isolated of contaminated areas showing important role in biorremediation
process and heavy metal removal of environment, trought of ions adsorption in surface of wall
cell, accumulation inside of the cell or by production of reducing, complexing or precipitating
substance in environment. Microorganisms are indicated in bioremediation process, because
there high efficiency, low cost and low environment impact. Thus, the present study had the
objective of select bacterias resistant at the Pb?* and evaluate the growth rate, biologic
activity, influence about the functional groups of microbial cell wall and the presence of
resistant genes. The bacterias were isolated of wastewater of coffee production and identified
with: Acetobacter indonesiensis CCMA 1012; Serratia marcescens CCMA 1010; Bacillus
cereus CCMA 985; Acetobacter indonesiensis CCMA 1009; Serratia marcescens CCMA
1013 and Corynebacterium flavescens CCMA 1046. S. marcescens CCMA 1010 had growth
at 4.0 mM of Pb**, showing growth rate and generation tome similar at the control (without
lead). However, the biologic activity decreased in first 180 minutes of Pb*" exposition
stabilizing after this period. The spectrometry analysis of Fourier transform infrared (FTIR)
showed the effect in functional groups of cell wall surface after the exposition at the Pb?*,
with variation in amine and carboxyl group and ligation with oxygen, suggesting an possible
mechanisms of ions adsorption in cell wall surface. Among the genes zntR, zntA and pbrA
only the the zntR gene was detected, this gene is related at the mechanism of regulation of
Zn“*, Cd** and Pb* inside the cell. S. marcescens CCMA 1010 was the isolate that presented
potential of use in bioremediation process because the resistance in high Pb*" concentration,
for staying stable during the exposition at the metal and have resistance genes.

Key-words: Lead; Bacteria; Biorremediation; ZntR genes
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1 Introduction

The concentration of trace elements essential or not in environment has been increased
by the industrial, agro industrial and mining activities. In these activities have the liberation of
liquid or solid waste with high contents of Pb, Hg, Cd, Cr, Cu, Ni e Zn (Naik; Dubey, 2013,;
Mehrotra et al., 2016). Especially in wastewater of agricultural the presence of heavy metals
is related in agricultural inputs, causing point pollution or being able to be dispersive in water
table and bodies water (WHO, 2006).

Whereas that in many countries in development the economy is based in agro-
industries, become necessary the caution with the disposition of wastewaters that, beside the
trace elements non essentials, may contain too high concentrations of organics pollutants,
doing with that autoctones microorganisms of these areas are resistant at the pollution and
passable of used in bioremediation process (Pires, et al., 2017).

The lead, among heavy metal is a contaminant that even in low concentrations have
been a problem because of your persistence in different trophic levels reaching the human
population through of water supply or by contaminated foods (Benmassaoud et al., 2016;
Bakirdere et al., 2016; WHO, 2006).

In face of the serious problem of the metals accumulate in environment, have been
suggest strategies of bioremediation in situ or ex situ. The microorganisms presenting
strategies against the concentrations of metals, since the adsorption by chemical bonds, efflux
bomb and transformation of metals in a less toxic form. For the bioremediation process,
clarify the strategies are be important because the microorganism beyound should be resistant,
must unavailable the metal for environment, decreasing your toxicity (Chen et al., 2016;
Ahemad and Malik, 2011; Newsome et al., 2015; Vijayaraghavan and Yun, 2008; Sheoran
and Sheoran, 2006).

According studies of proteomic and transcriptomic combined with functional tests by
mutagenese, the resistance at Pb®" ions by microorganisms is related principally with the
plasmidic pbrUTRABCD operon, that have the peculiarity of match functions of capitation,
efflux and accumulation, but too with the pbrR, cadA pbrC, and zntA operon, both
chromosomal and with just function of efflux, being that pbrA (one of the genes of
pbrUTRABCD operon) encodes one ATPase (PbrA) of membrane transport of Pb?
phylogenetically near of ATPases CadA and ZntA (Taghavi et al., 2009; Helmann, et al.,
2007).
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The CadA and ZntA are proteins homologous initially associated to membrane transport
of Cd** and Zn®*, but alright are proved have an important role in efflux of Pb®* (Rensing et
al. 1997; Binet e Poole 2000).

The zntR gene codify the regulator protein ZntR responsible by regulation of zntA gene,
that produces the trans-membrane protein ZntA (Resing et al., 1997; Brocklehurst et al., 1999;
Outten et al., 1999; Singh et al., 1999; Helmann, et al., 2007; Permina et al., 2006). Binet e
Poole (2000) demonstrated that transcricional regulation of the zntA gene when induced by
Cd** or Pb* is too mediated by ZntR, unlike of the previous statements that referred the
specificity that’s regulators proteins for Zn?".

The resistance mechanisms are important for keep the homeostasis of metals in cell and
are relationship to the type and concentration of element in the medium, due the level of
toxicity of each element, because some metals like Zn®*, despite being considered a micro-
nutrient, in high concentration can be considered toxic (Limcharoensuk et al., 2015).

Thus, the present studies has the objective selected bacterias resistant at Pb®* and
propose possible mechanisms of resistance at the metals that can infer in efficiency of
bioremediation influenced by growth rate, biologic activity, influence about the functional

groups of microbial cell wall and presence of resistant genes.

2 Material and methods

2.1 Bacterial growth in diferents concentrations of Pb?*

The microorganisms tested was isolated of wastewater of coffee processing and
belong at the Culture Collections of Agricultural Microbiology (CCMA/UFLA, Brazil) and
presented characteristics of resistance at process of treatment of wastewater (Pires et al.,
2017), being: Acetobacter indonesiensis CCMA 1012; Serratia marcescens CCMA 1010;
Serratia marcescens CCMA 1013; Bacillus cereus CCMA 985; Acetobacter indonesiensis
CCMA 1009 and Corynebacterium flavescens CCMA 1046.

The microorganisms was reactivated in nutrient agar (NA: 3% of yeast extract, 5% of
peptone and 15% of agar), in 28°C/24 h. After this period was transferred utilizing simple
streak for plates with NA added of lead nitrate (Pb(NO3), (0 a 6 mM). The growth of isolates
was evaluated after 24h, being observed by one period up to 7 days. The appearance of
colonies was considered with positive growth (Castro et al., 2015). The medium without of
lead nitrate solution was considered with positive control of growth. The tests was realized in

triplicate.
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2.2 Effect of Pb®" in growth Kinetic of S. marcescens CCMA 1010

Among the isolated tested S. marcescens CCMA 1010 was the presented higher
growth, being then selected for realization of the growth kinetic. The microorganisms was
reactivated in medium nutrient broth (NB) (3% of yeast extract and 5% of peptone) in rotation
of 150 rpm at 28°C in shaker until reach the population of 10° CFU ml™. The NB medium
containing 4 mM of Pb®* was inoculated in 1:1000 (v.v) proportion in shaker at 150 rpm at
28°C. The bacterial growth was monitored by direct plating every 4 h by one period of 24h.
Every experiment was realized in triplicate. The positive control consisted in cultive in same
conditions without de presence of Pb**.

The generation time (g) was calculated utilizing the equations (1) and (2):

o=t
n

1)

n=3,3%(logN —logN,) 2

g= generation time

t=time interval for reach the estationary phase

log N = number of CFU in log of the end of exponential phase
log No= number of CFU in log of the start of inoculation.

n= number of generations formated in time intervale.

2.3 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The possible mechanism of interaction between S. marcescens CCMA 1010 biomass
and Pb®* was evaluate utilizing the spectroscopy analyses in infrared region with Fourier
transform (FTIR). The bacterial biomass was exposed at Pb®* (4.0 mM) during one period of
24h. The biomass, before and after exposition was dry in kiln and added KBr, utilizing 1%
(p/p) of sample. The spectral band utilized was 400-4000 cm™, with 32 numbers of scans and
resolution of 4 cm™, utilizing the spectrometer FTS FTS 3000 Excalibur Digilab with Fourier

transform.
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2.4 Impact of Pb?* presence in bacterial activity

The impact of Pb*? (4.0 mM) on the biologic activity of bacterial cell was evaluate by
biospeackle laser technique. For this, the cell was cultivated in 10 ml of NB until reach one
population of 10° CFU/ml, with agitation of 150 rpm/28°C by 24h. After this period, the
biomass was centrifuged at 7155.2 g/ 10 min. The biomass was resuspended in 1 ml of
peptone water 0,1% (p/v), and inoculated in water artificial contaminated with Pb?* (4.0 mM)
and evaluate the biological activity by one period of 6 h, in times of 0, 60, 120, 180, 240, 300
and 360 minutes. The positive control constituted in bacterial growth in absence of Pb®* and
the control of technique consisted of reading of steril distillated water.

The reading was realized in stereomicroscope coupled with digital camera. One
aliquot of 0.1 ml of sample was deposited in glass plate, utilizing for lighting one extern laser
emitter of 635,m,, pointing directly for samples conform methodology utilizing by Viana et al.
(2017).

For images obtain, was utilized the software MATLAB®. In total, was obtained 128
images with one gap of 3 seconds by replic, utilizing 3 repetitions. The experiment was
realized in completely randomized design. For the numeric values generated by software, it
was one variance analyses and media test for different treatments, and regression analyses for
different times, utilizing the statistic software Sisvar (Ferreira et al., 2008).

2.5 ldentification of resistan genes

2.5.1 Identification of pbrA, zntR and zntA genes

The primers for pbrA, zntR and zntA genes (table 1) was design in conservated regions
in according with the sequences obtained in database of National Center of Biotechnology
Information (NCBI) utilizing with model the date of complete sequencing the genome of
Serratia marcescens subsp. marcescens Dbll (GenBank assembly
accession: GCA _000513215.1) (Iguchi et al., 2014). These genes are involved in regulation

(zntR) and efflux (pbrA and zntA) of ions for extracellular medium.
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Table 1. Primers (forward and reverse) for genes amplification (ZntR, PbrA and ZntA) of S.
marcescens CCMA 1010

Primers Sequence (5'- 3") TM °C
ZntR forward ACGCCTGATACCGTGCGTTACTA 59,5
ZntR reverse GTATGGGCAGTGCCACAGCA 59,4
PbrA forward CGATACGTTACTACGAACAGCAGGG 59,4
PbrA reverse ACGCACCGGCCTGTTTTTCATT 59,8
ZntA forward CCGGACGAGGAAAGCGACAG 60
ZntA reverse GGTGATCAGGAAGACCCCTTTCA 57,8

2.5.2 Sequencing of zntR gene

Because the amplification of zntR gene with described above was design one pair of
primers for flank the gene. Thus allowing sequencing of its the totality for comparisons
futures and functional studies. The sequence of primers was: ZntR-complet-Forward:
GGAACATCGATTGCGTCAGG (TM: 59,35 °C) and ZntR-complet-Reverse:
ATGGCGTTATCTTGAATCTGGC (TM: 59,12 °C), with goals of amplifier one product of
649 bp. The product of PCR was sequencing utilizing the Sanger methods and the nucleotide
sequences analyses in software Bioedit version 7.2.5, comparing later with the sequence of

gene deposited in database of NCBI.

2.5.3 PCR conditions

The genomic DNA of S. marcescens CCMA 1010 was extracted utilizing one kit of
commercial extraction for soil Norgen®.

For PCR reactions was utilized 5 pL of buffer containing MgCl, (25 mM), 1 uL de
dNTPs (10 mM), 0,2 uL GoTag® DNA polymerase (Promega, Madison, USA), 2 uL of each
primer (10 pmol/ pL ), 2 uL of DNA (8.5 ng/ pL) and 37 pL of Mili-Q water sterile. The
amplification occurred in termocycler (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems) with
programation at 94°C by 3 minutes followed of 57°C by 30 seconds and 72 °C by 2 minutes,
and one final cycle of 5 minutes at 72°C.

The PCR products was subject at eletrophoresis in gel with 1% of agarose and the

bands visualize by ultraviolet illumination.
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3 Results

3.1 Evaluation of bacterial growth of strains isolated in contact with Pb**

The 6 strains tested showing growth, being that major growth in up to 0.5 mM of Pb?**,
with exception of S. marcescens CCMA 1010 that stood out by growth in up to 4.0 mM (882
mg L™ of Pb?") (table 2). Therefore these isolated was considered with lead-resistant. The
resistance to Pb?* by microorganisms showed strain dependence, one time with S. marcescens

CCMA 1013 not showed growth in concentrations upward of 0.5 mM.

Table 2. Minimal inhibitory concentration (MIC) of different strains isolated of wastewater of
coffe processing in medium NA under different lead concentrations.

) mM of Pb?
Strains

0 01 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6
A. indonesiensis CCMA 1012 + 4+ - - - .o
S. marcescens CCMA 1010 + + + + 4+ + o+ o+ o+ o+ - - - -
B. cereus group CCMA 985 + + o+ - - - - a4 4 e ..
A. indonesiensis CCMA 1009 + o+ - - - ..o oo
S. marcescens CCMA 1013 + 4+ + - - .o
C .flavescens CCMA 1046 + 4+ + - - .o

+: positive growth in culture medium; —: negative growth in culture medium.

3.2 Evaluate of Pb?* influence in celular growth of S. marcescens CCMA 1010

S. marcescens CCMA 1010 showed growth even in medium containing 4.0 mM of
Pb*, being possible to observe one population of proximally 9.5 CFU/mI in the end of 24h,
value near to control (9.7 CFU/mI). The cell generation time (g) exposed to Pb?* was lightly
larger (1.44/h) than in control (1.28/h), presented stabilization of growth in about 12 h of

cultivation (figure 1).
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Figure 1. S. marcescens CCMA 1010 growth in presence of Pb®* (4.0 mM) in artificial media
contaminated comparing with control growth (without lead).

3.3 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The difference observed between FTIR spectrum of bacterial cell, after and before
exposition to Pb®*, allows infer about the interactions of metal with functional groups presents
in surface of cell wall (figure 2). The reactivity occurred in peak related at C-O group (1000
cm™) and asymmetric variation in areas bellow of 700 cm™ that can indicate 5(M-O) e §(O-
M-0O) (M=Metal) bounds with oxygen or metal bound with nitrogen.
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Figure 2. FTIR spectrum of S. marcescens CCMA 1010 cell A) control (without Pb*z) and B)
after exposition of biomass in 4.0 mM of Pb*".
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3.4 Biologic activity utilizing biospeckle laser technique

The results of biologic activity was obtained of images analyses converted in numeric
values (table 3). The presence of 4.0 mM of Pb?* affected the biologic activity immediately
after the contact of Pb?*, presented one decrease of 34.8% of activity in cell exposed to Pb**
(5.34) in relation to biomass activity in control treatment (8.19), keeping the difference of

activity in until 180 minutes of exposition (table 3).

Table 3. Evaluate of biologic activity of S. marcescens CCMA 1010 biomass exposed to Pb**
utilizing the biospeckle laser technique

Minutes
Treatments
0 60 120 180 240 300 360
Control 8.19a 6.78 a 4.89 a 5.67 a 4,06 a 412 a 3.64a

With lead 5.34Db 497b 3.33b 3.47b 3.2a 3.12a 3.2a
Water control 2.26¢C 1.94c 221c 244 c 2.17b 191b 1.95b

VC (%) 16.22

Avarege followed of same leter, in column, not difference each other by Scott-Knott teste, considering
5% of statistic significance. VC (%) — Variation coeficient.

In relation of exposition time was observed one decrease of biologic activity in until

180 minutes (proximally 40%), remaining stable until 360 minutes (figure 3).

@— Control (¢) ¥(c)=8.205-0.03x
-G+ With Pb (Pb) )
—¥— Water control (w) R?=0251

Y(Ph)=531-02572x
R?=97.55
y(w)=2.23-0.0006x
R2=16.04

Biological activity

T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360

Minutes

Figure 3. Biologic activty of S. marcescens CCMA 1010 cell during the exposition to Pb?*,
control and water control with destilated water, analyse by biospeckle laser technigue.
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3.5 Analyse of resistant genes presence and complet sequencing of zntR gene

The PCR product utilizing the primers for zntR, zntA and pbrA genes (table 1) has been
observed in figure 4, where was obtained only the amplification of zntR gene, with
amplification of one fragment with proximally 320 bp. The primers for the complet
sequencing of zntR gene amplified one fragment with proximally 649 bp, with after the
sequencing showed homology at sequence deposited in database of NCBI.

3000 bp

2000
1600 bp
1000 bp

400 bp
200 bp

Figure 4. Visualization of agarose gel (1%) with PCR products for zntR (1), zntA (2) and pbrA
(3) genes and DNA ladder (L).

4 Discussion

The experiment realized evaluates the resistance and the interaction between microbial
biomass, in special S. marcescens CCMA 1010 and the Pb?* ions. The growth of all strain
isolated evaluated, even in low concentration of Pb?*, can be attributed, among others factor,
at origin these bacteria with many pollutants, that favors the maintenance of resistance
systems in microbial populations (Limcharoensuk et al., 2015). Pires et al. (2017) observed

that S. marcescens CCMA 1010 persisted during the wastewater treatment of coffee
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production, suggesting its participation in organics compounds degradations beyond presented
resistance to high concentrations of Cd** (proximally to 130 mg L™) found in the waste, thus
showing, potential use with inoculants in treatment of wastewater of coffee production.

Bacteria of Serratia genus already was related previously with resistant to heavy
metals like lead, molybdenum, uranium, nickel, cadmium and zinc. The efficiency that
species in bioremediation it’s due to biosorption process by biomass or even in metal
precipitation process in phosphate form generated because the metabolic activity, or yet to
oxidation-reduction process as the case of Mo(VI) ion reduction by strain of Serratia sp.
(Cristani et al., 2012; Rahman et al., 2009; Kumar et al., 2011; Nwagwu et al., 2017).

S. marcescens CCMA 1010 and CCMA 1013 presented differences in growth when
exposit to Pb?*. The literature report that some strategies of metal removal can be related to
genic control by plasmids, evidencing that microorganisms of same species, but different
strains can showed differentiated resistance to metals (Naik and Dubey 2013; Drewniak, et
al., 2015; Nies 2003; Jorquera et al. 2010).

Genes of Mer family initially identified with Hg resistance genes regulator also are
responsible by regulation of resistance mechanisms to Pb?*, zZn**, Cd** e Cu'*, doing part
these family, the genes merR, pbrR, zntR, cadR and cueR which presented function of
transport regulation and resistance at metals by cell (Helmann, et al., 2007). The presence of
these genes regulators in microorganisms provides mechanisms of environmental adaptability,
due the lower of oxidative stress caused in cell (Wang et al., 2017).

The zntR gene regulate the transcription of zntA gene, which produced the protein
ATPase trans-membrane ZntA that have function of Pb?*, Zn**. Cd*" and Co?* efflux (Binet et
al., 2000). Thus, the identification of zntR gene in S. marcescens CCMA 1010 suggest that
efflux bomb ZntA have one important role in persistence that’s bacteria in wastewater with
high concentration of Cd?*, like observed by Pires et al. (2017) and too in resistance in high
concentration of Pb®* like observed in this work.

Lu et al. (2016) demonstrated the function of the zntA gene in Sinorhizobium meliloti,
which present essential function in transport of Zn®*, Cd** and Pb*, assisting in zZn*
homeostasis process and detoxification of cell by Cd** and Pb**.

In S. marcescens RSC-14 sequencing was identified the czcD gene which codified one
protein of resistance to Cd**, Pb** and Zn**, responsible by one efflux system of these ions for
extracellular medium, besides present others genes, that code proteins of resistance also to

arsenic, forming one efflux system of these metal, and resistance mechanism to oxidative
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process of Mn?*, Cu®*, Zn?* e Fe?* through codification of dismutase superoxide (Khan et al.,
2017).

In S. marcescens sequencing realized by Igushi et al. (2014), utilized wich reference in
present work, was possible identify the pbrA, zntA and zntR genes, which presenting function
of regulation and transport to Pb* and Zn?*. However, don’t have work of identification of
these genes in others strains of S. marcescens nor related at expression of these gene in
different concentration of metal in this specie.

The exposition to Pb®* caused little vibrational changes in functional groups of S.
marcescens CCMA 1010, showing changes in group carboxyl region and in region below to
700 cm™, that present characteristics of asymmetric elongation vibrational. This is
characteristics of one bound of Pb?* ion with oxygen or with nitrogen present in surface of
cell wall (Kazy et al., 2009; Munoz et al., 2009), making possible the transformation of metal
in one form less soluble (Martins et al., 2010; Munoz et al., 2012).

Same S. marcescens CCMA 1010 presenting resistance to Pb®* is possible observe
effect of metal in biomass both by higher of generation time as decrease of biologic activity
(Viana et al., 2017; Braga et al., 2005).

Both in test wich Pb?* as in control witout Pb?* the biologic activity star high and
decrease until stabilized from 120 minutes until 360 minutes (figure 3). This is probably are
related with bacterial growth in cultures: both in Pb?* presence as without Pb?* observed that
in first hours have one growth, after have one stationary phase until 8 hours and after that
have a new growth phase until 12 hours and posteriorly new stationary phase (figure 3). The
stabilization of biologic activity from 120 minutes seems to be related with first stationary
phase in bacteria growth profile in figure 3, independent of presence or absence of Pb?*.

In other hand, the greater biologic activity initial in culture without Pb®* in comparison
with culture with Pb®* (table 3 and figure 3) also justifies the decrease more accentuated of
growth curve of control without Pb®* than in the test with Pb®* observed at start, in first phase
of growth (figure 3). The fact of have every less biologic activity and initial growth in
presence of Pb%" can be related with activation of one serial of genes related to mechanisms
that regulate the homeostasis equilibrium of this ions and the resistance of the same, because
the contact with metal induce the expression of genes related with its absorption, storage and
efflux of the intracellular medium (Helmann, et al., 2007). The presence of heavy metals can
affect directly the growth, changes in the cellular morphology and cause changes in the
cellular growth phases, like the increase in the lag phase (Huang et al., 2014; Guo et al., 2010;
Naik and Dubey 2013).
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Conclusion

The isolate of S. marcescens CCMA 1010, presented resistance to Pb?* until 4.0 mM,
can possible identify the zntR gene, responsible by regulation of Pb?* transport that confer one
possible mechanism of resistance by bacteria. However, in this concentrations was
demonstrated effect in cellular growth and in biologic activity. The experiment of FTIR
demonstrated chances in functional groups of surface of wall cell caused by Pb*" exposition,
principally in carboxyl group and ligation of oxygen or nitrogen, suggesting one possible
mechanisms of ion adsorption in the surface of bacterial wall cell, strategy that’s can utilized

by microorganisms for Pb** biossorption in bioremediation process.
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Artigo 2: Avaliacdo da remocdo de Pb* por Serratia marcescens CCMA 1010 e
expressdo do gene ZntR, regulador da bomba de efluxo ZntA

Resumo

Microrganismos sdo importantes ferramentas biotecnoldgicas para descontaminagao
de aguas residuais com metais pesados, pois apresentam alta eficiéncia, baixo custo e baixo
impacto ambiental. Entretanto, mesmo sendo consolidado o conhecimento das aplicacdes
biotecnoldgicas dos microrganismos nos processos de biorremediacdo, ainda é necessario
otimizar as condicdes de remogéo, avaliar os processos de interagdo dos metais com a
biomassa microbiana, bem como os efeitos abidticos que podem interferir na mobilidade dos
metais no meio. Nesse sentido, o presente trabalho estudou a capacidade de remocdo do
chumbo em meio de cultura LB e em agua utilizando Serratia marcescens CCMA 1010, e a
expressdo do gene ZntR em resposta a0 aumento da concentracdo dos fons de Pb?*. Nos
ensaios de remocdo na solucdo de agua e Pb®" detectou-se 100% de remocgdo do Pb?*.
Entretanto, do meio de cultura LB observou-se baixa taxa de eficiéncia de remocédo do ion
metélico (=30%), utilizando a biomassa ativa ou inativa. O gene ZntR foi mais expresso com
0 aumento da concentracdo dos fons de Pb*? no meio LB. Assim, a biomassa de S. marcescens
CCMA 1010 apresentou potencial de utilizagdo em sistemas de tratamento de aguas residuais
contaminadas com Pb?* devido a eficiéncia de remocdo pela biomassa, baixa exigéncia

nutricional e resisténcia a altas concentracdes de Pb?*.

Palavras-chave: Chumbo, ZntR, bactéria, biorremediagao.
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1. Introducgéo

O controle de poluicdes ambientes principalmente relacionados a metais pesados € um
grande desafio para as industriais, devido ao comprometimento da qualidade ambiental de
areas impactadas e do entorno. Assim, considerando que h&d um aumento da preocupagdo com
a preservacao e manutencdo do ambiente, devem ser propostas alternativas viaveis e de baixo
custo para tratamento desses residuos, evitando que estes dejetos se acumulem no meio
ambiente de forma inadequada (Gavrilescu et al., 2015). Nesse sentido, a utilizacdo de
microrganismos para a biorremediacdo é uma alternativa viavel aos métodos fisicos e
quimicos, que normalmente podem apresentar um alto custo ou baixa eficiéncia (Fu and
Wang, 2011).

A biomassa microbiana pode apresentar tanto mecanismos de bioacumulagdo dos
metais no interior das células ou na regido periplasmatica, como pode permitir a precipitacdo
e volatilizacdo de compostos metalicos, ou mesmo adsorcdo dos metais na superficie da
parede celular, podendo nesse caso, ser utilizada tanto a biomassa viva quanto morta (Huang
et al., 2013; Ahemad and Kibret, 2013). Nos processos que utilizam microrganismos Vvivos,
diversos genes podem estar correlacionados com os mecanismos de biossorgédo dos metais
pelas células, conferindo tanto resisténcia ao microrganismo, bem como auxiliando nos
processos de remocdo do metal, possibilitando assim, a aplicacdo desses microrganismos no
tratamento de residuos contaminados (Giovanella et al., 2017).

Serratia marcescens ja foram utilizadas em pesquisas para biorremediacdo de metais
pesados, e apresentam potencial de aplicacdo para a remocao de diversos ions metalicos como
Pb, Zn, Cd, Cr e Ni (Cristani et al., 2012; Nwagwu et al., 2017). Em relacéo a resisténcia de S.
marcescens aos metais, ja foram identificados diversos genes como o zntR, zntA, cadR e czcD
que controlam as concentracdes do Cd, Pb e Zn, além de outros genes de resisténcia a0 Mn?*,
Cu* e Fe?* (Khan et al., 2017; Igushi et al., 2014). O gene zntR apesar de inicialmente ser
relacionado ao controle do Zn?* nas células, ha também relagdo com o controle do Pb** e do
Cd** (Helmann et al., 2017).

Segundo estudos de protedémica e trancriptomica combinados com testes funcionais
por mutagenese, a resisténcia a ides Pb?* pelos microrganismos esta4 principalmente
relacionada com o operdo plamidico porUTRABCD, que tem a peculiaridade de combinar
fungdes de captacdo, efluxo e acumulacdo, mas também com o operdo pbrR2 cadA pbrC2 e o

operédo zntA, ambos cromossomicos e com funcdo apenas de efluxo; sendo que o pbrA (um
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dos genes do operdo pporUTRABCD) codifica uma ATPase (PbrA) de transporte membranar
de Pb?* filogeneticamente préxima das ATPases CadA e ZntA (Taghavi et al., 2009;
Helmann, et al., 2007). A CadA e a ZntA séo proteinas homologas inicialmente associadas ao
transporte membranar de Cd** e Zn®**, mas também ja indicadas como tendo um papel
importante no efluxo de Pb?* (Rensing et al. 1998a,b ; Binet e Poole, 2000).

O gene zntR codifica a proteina reguladora ZntR tipo MerR responsavel pela
regulacdo do gene zntA, o qual produz a proteina ATPase transmembranar ZntA (Resing et
al., 1997; Brocklehurst et al., 1999; Outten et al., 1999; Singh et al., 1999 ; Helmann, et al.,
2007; Permina et al., 2006). Também o gene ZntR, apesar de inicialmente ser relacionado
apenas ao controle do Zn?* nas células, esté relacionado com o controle do Pb®*. Binet e Poole
(2000) confirmaram que a regulacdo transcricional do gene zntA quando induzido por Cd**,
Zn** ou Pb** é também mediada pela proteina reguladora ZntR.

Recentemente, a proteina reguladora ZntR foi também indicada como reguladora da
expressao de genes do sistema de secrecédo tipo VI (T6SS) em Yersinia pseudotuberculosis
(Wang e Shen, 2017). O sistema T6SS esta provavelmente envolvido em diferentes funcdes
no ciclo de vida das bactérias e é regulado por varios reguladores (Bingle et al., 2008; Boyer
et al., 2009). Em Y. pseudotuberculosis, foi descoberto que o T6SS4 importa ies Zn** do
ambiente para as células bacterianas, o que alivia a acumulacdo de radicais hidroxilo
induzidos por multiplos fatores de stress (Wang et al., 2015). Microrganismos que possuem
esse gene podem apresentar viabilidade na aplicacdo no tratamento de residuos contaminados,
devido a protecdo contra o estresse oxidativo causado pelos metais (Wang et al., 2017).

O chumbo é um elemento altamente contaminante mesmo em baixas concentraces,
sendo encontrado em tintas, gasolina, sistema de distribuicio de &agua e alimentos
contaminados pelos residuos das atividades industriais ou agroindustriais (Chakraborty et al.,
2017). Normalmente, a remocdo desse metal em residuos estd relacionada & métodos de
precipitacdo quimica, floculagcdo e coagulagdo, flutuacdo, troca ibnica e membranas para
filtracdo (Fu and Wang, 2011). Entretanto, estudos vém demonstrando o potencial da
biossor¢do utilizando fungos, bactérias ou algas (Bahadir et al., 2007; Ilhan et al., 2004;
Tabaraki et al., 2014). Os precos para a utilizagdo de biossorventes para remogao de metais
podem variar de $ 0.2 a $ 5.0 por Kg, enquanto a utilizacdo de resinas para troca idnica pode
variar entre $ 10.0 a $ 40.0 por Kg (Chen et al., 2012).

Os sistemas de remogdo de metais utilizando biomassa microbiana € um processo que
se mostra eficiente no tratamento de dguas contaminadas (Sengupta et al., 2017). Entretanto,

existe uma complexa relacdo entre os compostos dos meios e 0s microrganismos, o que pode
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afetar diretamente a eficiéncia desse processo (Fu and Wang, 2011; Naik and Dubey, 2011),
tornando-se necessarios estudos que abordem as diversas condi¢des que podem ser
encontradas nos diferentes residuos, bem como, o perfil de resisténcia dos microrganismos e a
capacidade de remocao.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a remocdo do Pb* por Serratia
marcescens CCMA 1010 em meio de cultura Lauria-Bertani (LB) analisando a expressédo do

gene zntR e em solucéo aquosa utilizando a biomassa microbiana como adsorvente.

2. Materiais e métodos

2.1. Cultivo do microrganismo

S. marcescens CCMA 1010 resistentes ao Pb?* pertencentes & Colecdo de Cultura da
Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras (CCMA/UFLA) foi reativada em
meio de cultura caldo nutriente (NB) (5 % de peptona e 3% de extrato de levedura) em

agitacéo de 150 rpm por 24h a 28°C até atingir a populagéo de 10° UFC/m.

2.2. Remocdo do Pb** em meio de cultura

2.2.1. Utilizacdo da biomassa ativa

Para avaliar a capacidade de remocdo do Pb®* em meio de cultura, uma aliquota de 1
ml do meio de reativacdo de S. marcescens CCMA 1010 foi inoculado em 100 ml de meio de
cultura LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl) modificado pela
presenca de nitrato de chumbo (Pb(NO3),) nas concentragdes de 15; 40; 60; 120; 220 e 300
mg L. O mesmo meio de cultura sem o Pb®*" foi preparado como tratamento controle
(controle positivo). Foram retirados amostras nos tempos 0, 24h, 48h e 7 dias apo6s a
inoculacdo. As amostras foram centrifugadas a 7155.2 xg por 10 minutos, acidificadas com
4cido nitrico e o sobrenadante avaliado quanto & concentracdo de Pb?* em espectrémetro de
absorcdo atdmica. Os experimentos foram realizados em triplicata. A taxa de remocéo foi
calculada pela diferenca entre a concentracio inicial e a concentracdo final do Pb** no meio

de cultura.
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2.2.2. Utilizagéo da biomassa inativa

A cepa de S. marcescens CCMA 1010 foi cultivada em meio de cultura LB em shaker
com rotacdo de 150 rpm a 28°C até atingir uma populagdo de 10° UFC/ml. Apés o
crescimento microbiano, as células foram inativadas em autoclave a 120°C por 30 minutos.
Apos a inativagdo a biomassa microbiana foi inoculada em meio de cultura LB contendo as
concentracBes iniciais de 15; 40; 60; 120; 220 e 300 mg L™ de Pb?*. A concentracéo final do
Pb** foi avaliado ap6s 24 h sob agitacdo a 150 rpm e 28°C. Todo o experimento foi realizado
em triplicata. A taxa de remocédo foi calculada pela diferenca entre a concentracao inicial e a

concentracéo final do Pb** no meio de cultura.

2.2.3. Remocao do Pb* de 4gua contaminada sintética por S. marcescens

Para a remocdo do Pb?* em 4gua destilada sintéticamente contaminada utilizando a
biomassa de S. marcescens CCMA 1010 foi realizado um experimento utilizando o
delineamento central composto rotacional (DCCR). A tabela 2 apresenta a matriz gerada pelo
software designer expert 7.0 o qual define os valores das concentracdes iniciais de Pb* e pH
para otimizacdo da remogdo do Pb?".

Serratia marcescens CCMA 1010 foi cultivada em meio NB até a fase log a 28°C sob
agitacdo a 150 rpm. Em seguida, uma aliquota 10 ml foi centrifugado a 4°C a 7155.2 xg por
10 min. A biomassa foi ressuspendida em 1 ml de &gua peptonada a 0,1%.

Os experimentos de remocao dos metais foram realizados em tubos falcon de 50 ml
contendo 9 ml da solugdo com Pb?* e 1 ml da suspenséo da biomassa bacteriana. Os tubos
foram incubados a 28°C sob agitacdo a 150 rpm/24 h. Para avaliar a remocéo do Pb* pela
biomassa microbiana foi utilizado a equacédo 1, utilizando spectrometria de absorcéo atdbmica
com chama, para quantificar os metais residuais na solucdo. As analises estatisticas e predi¢ao

do modelo de otimizagdo da remocdo foram realizados no software designer expert 7.0.

_(Co—Ce)-V
q_—
M 1)
Onde:

q: quantidade de fon metalico capturado pela biomassa (mg g™);

Co: concentracdo inicial do fon metalico (mg L™);
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Ce: concentracéo final do fon metalico (mg L™);
V: volume da solucéo (L);

M: massa do biossorvente (g).

2.3. Analise da expressdo de gene de resisténcia

2.3.1. Extracao do RNA e sintese de cDNA

S. marcescens CCMA 1010 foi cultivada em meio LB por um periodo de 12 horas nas
concentracdes de 0 (controle); 15, 60 e 120 mg L™ de Pb®*. Apds esse periodo foi extraido o
RNA das células utilizando o kit comercial NZY Total RNA Isolation da Nzytech®. Apés a
extracdo do RNA foi realizado o protocolo de sintese de cDNA utilizando o Kit comercial

NZY First-Strand cDNA Synthesis da Nzytech® conforme instrugées do fabricante.

2.3.2. Desenho dos primers

Os primers para 0s genes ZntR e 16S para Serratia marcescens subsp. marcescens
Db11 foram desenhados (GenBank assembly accession: GCA _000513215.1) (lguchi et al.,
2014). No desenho dos primers de gPCR: (1) utilizou-se a aplicacdo online “The mfold Web
Server” para identificar e utilizar regides onde ndo ha folding nos possiveis arranjos do
produto de DNA a amplificar, (2) utilizou-se a aplicagdo “Primer-BLAST” do NCBI com o
genoma de S. marcescens subsp. marcescens Db11 como referéncia para identificar e evitar a
possibilidade de amplificar multiprodutos de PCR e (3) evitou-se gerar produtos maiores que
200 bp.

Os primers utilizados para amplificacdo em gPCR do gene 16S foram: 16s-f:
GTTTGATCATGGCTCAGATTGAAC (TM: 58°C) e 16s-r: CATCAGGCAGTTTCCCAGA
(TM: 57°C). Para o gene ZntR foram: ZntR-f: CTCTTGGCAGGTATGATGCTC (TM: 58°C)
e ZntR-r: AGGGCATGATGGATCACAATG (TM: 58°C).

2.3.3. Condicg0es para a gPCR

Para a qPCR foi utilizado o Kit comercial NZY gPCR Green Master Mix (2x) da
Nzytech®. A reaco consistiu de 5 uL da Master Mix; 0,4 pL dos primers forward e reverse
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(solugdes de 10 uM); 4.0 uL do cDNA e 0.2 uL de agua miliQ. A amplificacdo ocorreu em
termociclador para qPCR da Bio-Rad® com programacéo de 1 ciclo a 95 °C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Antes de realizar a g°PCR
foi utilizado o kit PCR decontamination da ArcticZymes® para descontaminacdo de eventual

material genético na Master Mix segundo instrucdes do fabricante.
2.3.4. Calculo para expressao dos genes

A expressdo do gene ZntR foi avaliada utilizando o método AC; comparativo utilizando
0 gene 16s como referencia. As equacgtes 2, 3, 4 e 5 foram utilizadas para determinar a
relacdo entre a expressdao do gene alvo (ZntR) com o gene de referencia (16S) conforme
proposto por Livak e Schmittgen (2001).

ACt=Ct (alvo)—Ct(referencia) ()
AACt=ACt (amostra) —ACt (controle) (3)

Numero de copias do gene =244 @)

Quantificacao da expressao dogene : —1/2 44

3. Resultados

3.1. Remog&o do Pb** em meio de cultura LB por biomassa ativa e inativa

O potencial de remocéo do Pb?* por S. marcescens CCMA 1010 em meio de cultura
liquido LB estdo apresentados na figura 1, demonstrando a relacdo entre a concentragdo de
metal removido e a concentracdo do ion metalico presente no meio (figura 1-A) e a
porcentagem da remocéo (figura 1-B). A maior taxa de remogéo na concentragdo de 300 mg
L™ de Pb?* foi observada apés 7 dias de crescimento da biomassa no meio de cultura.
Entretanto, a maior porcentagem de remocéo foi observada na menor concentragdo (15 mg L™

de Pb**) onde observou-se cerca de 90% de remocéo do Pb®* ao fim de sete dias de ensaio.
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Figura 1 Taxa de remog&o (A) e porcentagem de remocéo (B) do ion Pb** em meio de cultura
LB apos inoculacdo com S. marcescens CCMA 1010.

Quando foi utilizada a biomassa inativa no meio de cultura, observou-se uma maior
remoc&o com o aumento da concentracdo inicial do fon. Na concentracéo de 300 mg L™ foi
obtido uma remocdo de 50 mg L™ (Figura 2-A) o que representa 25% de eficiencia na

remocao do Pb?* no meio (Figura 2-B).

A) B)

70 4 a0 -

e | LIl 11171

40 60 120 220 300 120 220

Tnitial concentration of lead (| mbL )]
Initial concentration of lead (mgL™ }

Lead removal (mg LY
% Lead removal

Figura 2. Taxa de remocao (A) e porcentagem de remogéo (B) do chumbo em meio de cultura
LB utilizando a biomassa morta de S. marcescens CCMA 1010 ao fim de 24 h.

Pode-se inferir, portanto, que houve um processo metabélico para a remocéo do Pb?*
no meio LB apds 7 dias de incubacéo, principalmente nas concentragdes mais altas de 220 e

300 mg L™. Ao utilizar a biomassa inativa, a porcentagem de remogdo mantém-se constante
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proximo de 30%. Entretanto, os resultados demonstraram baixa eficiéncia na remogéo do Pb?*

no meio LB, tanto na utilizacdo da biomassa ativa quanto inativa.

3.2. Remoc&o microbiana de Pb?* em &gua sintética

Com os dados obtidos no experimento de otimizacdo da remocdo do Pb?* pela
biomassa, foi possivel obter significancia estatistica (p<0,05) para o modelo e para as

variaveis pH e concentracdo inicial do ion (Tabela 1).

Tabela 1. Tabela de analise de variancia para a otimizagdo da remocdo de Pb** em agua
sintética utilizando biomassa de S. marcescens CCMA 1010

Fontes de variagdo Variaveis resposta
Modelo 0.0006**
pH 0.0089**
Concentragdo de Pb** 0.0001**
CV (%) 10.53
R2 93.04%

CV (%) — Coeficiente de variagéo

A tabela 2 apresenta as condi¢cdes experimentais, bem como os valores obtidos de
remocao e a porcentagem de remoc¢do do metal pela biomassa microbiana na solucéo de agua
com o chumbo. A méaxima porcentagem de remocdo (90%) foi obtida em pH 6,0 na
concentrago inicial de 59.0 mg L™ de Pb*, com capacidade de remocdo (q) de cerca de
133.85 mg g de biomassa. A maxima capacidade de remocdo do Pb (292.55 mg g™ de

biomassa) foi obtida em pH 4.5 e concentracéo inicial de 200 mg L™
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Tabela 2. Matriz do designer experimental do DCCR para remogdo (q) mg g™ do Pb**
utilizando biomassa de S. marcescens CCMA 1010.

Fontes de variagdo Respostas
Run pH Pb* (mg L™) q(mgg?) % removal
1 5 100 155,30 87,96
2 6 200 262,67 82,21
3 6 200 263,63 81,63
4 6 200 267,31 82,37
5 6 59 133,85 90,04
6 6 200 286,39 84,82
7 6 341 277,50 48,23
8 4,5 200 292,55 84,07
9 6 200 288,14 86,74
10 7,5 200 170,25 82,23
11 7 100 82,23 66,23
12 5 300 275,94 55,80
13 7 300 272,11 79,34

O modelo para remocdo do Pb** pela biomassa de S. marcescens CCMA 1010 esta
representado na equacdo 6 e Figura 3. De acordo com o modelo de otimizacdo os valores
preditos para méxima a remocdo seria de pH 6.11 e concentracdo inicial de Pb®* de
aproximadamente 263 mgL™, com valor predito de remocao de 232.0 mg g™ de biomassa, ou
seja, 88% de remocéo. Ao ser realizado a validacdo experimental nas condicOes preditas foi
obtido remocdo de 100% do Pb?* com uma capacidade de remocéo por unidade de biomassa
de 366.66 mg g™

0 =273.20 —31.7 X A+63.21 XB+17.50 Xx AXB—26.6 X A*—39.60 X B (6)
Onde:
A: pH

B: Concentracao inicial do Pb?*
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Figura 3. Modelo de superficie de resposta para otimizacéo da biossorcao (g) do Pb*? pela

biomassa de S. marcescens CCMA 1010 em relagéo a variacdo do pH e concentragéo inicial
do Pb*".

3.3. Expresséo do gene ZntR

O gene zntR responsavel pela regulacdo do gene zntA produtor da ATPase ZntA de
transporte de Pb%**, Zn** e Cd** para fora das células bacterianas foi testado em relagéo a sua
expressdo frente ao aumento da concentracdo de Pb?* no meio de cultura. Os resultados
demonstraram que para 15, 60 e 120 mg L™ de Pb** no meio de cultura h& diminuicdes de 14,

100 e 2 vezes na expressdo do gene ZntR em relacéo ao controle sem Pb** (tabela 3).

Tabela 3. Estimativa da quantidade de expressdo do gene zntR (normalizada ao gene 16s) nas
diferentes concentraces de Pb®* em comparacéo ao controlo sem Pb?*, calculada por 274",
Pb*? Alvo (ZntR) Referencia 16s

A AA 2-AACt _1/2-AACt
(mg L) C c G AAG
0 23.54 17.20 6.34 - - -
15 28.72 18.52 10.21 3.86 0.07 -14.29
60 28.49 15.67 12.82 6.48 0.01 -100.00

120 24.00 16.59 741 1.07 0.48 -2.08
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4. Discussao

E crescente a necessidade de isolamento e identificagdo de novos microrganismos com
capacidade de utilizagdo em processos de biorremediacdo. Nesse sentido microrganismos
indigenas isolados de areas contaminadas apresentam importante potencial de utilizacdo em
processos de biorremediacdo (Afzal et al., 2017).

H& uma necessidade da otimizacéo do processo de utilizacdo da biomassa microbiana
para biossorcao de metais pesados, devido as variagbes naturalmente encontrada nos residuos
contaminados, possibilitando assim uma aplicacdo em sistema real de tratamento (Migahed et
al., 2017). Além da resisténcia aos metais pesados, S. marcescens CCMA 1010 apresentou
persisténcia no processo de tratamento da agua residual do processamento do café (Pires et
al., 2017), a qual apresenta altas concentracdes de Cd?* (130 mg L™), o que pode ter
proporcionado uma capacidade adaptativa evidenciada principalmente pela presenca de genes
de resisténcia (Iguchi et al., 2014; Khan et al., 2017).

No presente estudo, o facto de haver remocéo de Pb* tanto com biomassa ativa como
com biomassa inativada nos testes efetuados em meio de cultura indica que processos de
adsorcdo tém um papel importante nessa remocao. Por outro lado, no teste com biomassa
ativa a remocdo apés 24 horas de uma quantidade relativamente constante de Pb**,
independentemente do aumento da sua quantidade inicial no meio de cultura (Figura 1-A),
indica que hd mecanismos bioldgicos (provavelmente mecanismos de efluxo relacionados
com a resisténcia a Pb?* acionados com a entrada destes ides nas células) que limitam a
guantidade destes ides que podem ficar retidos em bactérias S. marcescens. Ao contrario do
gue acontece no teste com a biomassa inativa, em que a quantidade removida aumenta
gradualmente com o aumento da concentracdo inicial de Pb?* (Figura 2-A), sugerindo que o
ndo funcionamento desses mecanismos biolégicos permite que a remogédo dependa apenas da
menor ou maior probabilidade de chogues entre estes ides e as células.

A eficiéncia dos processos de biossor¢do é dependente da especificidade dos metais,
bem como da composicdo do adsorvente, nesse sentido a biomassa de S. marcescens CCMA
1010 apresenta potencial de utilizacdo em sistemas de tratamento de Pb?*, podendo ser
aplicados em biorreatores de tanque com agitacdo (STRs) (Rosca et al., 2015), pois além de
ser eficiente no processo de adsorcdo, apresenta mecanismos de resisténcia e rapido
crescimento em meios de cultura com baixa exigéncia nutricional (Aradjo et al., 2010)

A concentracdo inicial do Pb?* e pH influenciaram no processo de biossorcdo pela

biomassa microbiana. Normalmente, baixos valores de pH tendem a ionizar os grupos
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funcionais da superficie da parede celular e altos valores podem apresentar potencial de
reducdo oxidativa do metal, os valores 6timos para remocdo dos metais podendo de variar
entre 4.5 a 7.0 (Aryal and Kyriakides, 2015; Hossain and Anantharaman, 2006; Verma et al.,
2016).

Altas concentragdes de metal no meio tendem a saturar os sitios de ligacdo da parede
celular bacteriana, prejudicando assim, a taxa de remogdo. Entretanto, a capacidade de
remocao dos metais pela biomassa € dependente da reatividade da parede celular de cada
microrganismos, conferindo caracteristicas intrinsecas a cada isolado (Wen et al., 2018;
Aryal; Kyriakides, 2015). Aparentemente os componentes do meio de cultura LB interferiram
nos processos de remocdo do Pb?*, devido possivelmente a formacdo de precipitados de
chumbo por componentes do proprio meio, mesmo sendo o meio de cultura mais indicado pra
estudos de crescimento de microrganismos na presenca de metais pesados (Sani et al., 2001).
Assim, para avaliar o potencial maximo de remocao de Pb?* em processos de adsorcéo pela
biomassa de S. marcescescens CCMA 1010 é mais indicado utilizar estudos em &gua do que
em meio de cultura.

Estudos da expressdo de genes de resisténcia a metais pesados, além de
proporcionarem maior conhecimento em relacdo a fisiologia dos microrganismos em
ambientes contaminados também sdo Uteis no desenvolvimento de biossensores de células
inteiras (Kim et al., 2018; Gutiérrez et al., 2015).

A ZntR é uma proteina tipo MerR reguladora da transcricdo do gene zntA, o qual
produz uma proteina (ZntA) de transporte de Pb%**, Cd**, Zn** e Co?* para fora da célula, e
logo na altura da descoberta desta proteina foi desvendado que a sua ligacdo a estes ides a
tornavam num fator de transcricdo do zntA e que a expressdo deste gene aumentava com a
exposicdo das células aos ides (Rensing et al. 1997; Brocklehurst et al. 1999; Singh et al.
1999; Binet e Poole 2000; Pennella e Giedroc 2005; Helmann et al. 2007). No entanto,
inicialmente nada era conhecido acerca da regulacéo do préprio gene zntR, embora a presenca
duma copia parcial do promotor do gene zntA na regido codificadora do zntR (Brocklehurst et
al. 1999) assim como ensaios de mudanca de mobilidade eletroforética e ensaios de
transcrigdo in vitro (Singh et al. 1999) levantassem a hipotese de autorregulacdo. Além disso,
as similaridades das sequéncias do promotor do zntA (PzntA) com as sequéncias dos
promotores dos operdes de resisténcia ao mercario mer T21 e mer Tn501 (Rensing et al.
1997; Brocklehurst et al. 1999) sugeriam um processo de autorregulacdo negativa. As
proteinas MerR (que originaram o nome da familia de reguladores tipo MerR) em resposta ao

reconhecimento do id0 Hg** ligam-se aos promotores dos operdes mer para ativar a
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transcricdo de varios genes envolvidos no mecanismo de desintoxocacdo de deste ido e 0s
mesmos locais de ligacdo também regulam negativamente a transcri¢do dos promotores dos
genes merR, que estdo em sobreposicdo e em direcdo divergente (Helmann et al. 2007).

Recentemente, a hipotese da autoregulacdo negativa do gene zntR ficou reforcada num
estudo com linhas mutantes de Brucella abortus acerca da importancia da homeostase do
zinco para a viruléncia destas bactérias. Nesse estudo, a delegdo do gene zntR resultou num
aumento da expressdo do zntA (Sheehan et al. 2015).

Neste trabalho, com estirpes de bactérias selvagens sem o gene zntR anulado (S.
marcescescens CCMA 1010) demounstrou-se a resposta da autoregulagdo negativa no sentido
inverso: a presenca de Pb?*, que quando ligados & proteina ZntR induzem a expresséo do gene
zZntA, resultou numa reducdo da expressao do zntR.

Por outro lado, este trabalho revelou que os mecanismos regulados pela proteina ZntR
produzida pelo zntR tém um papel importante na resisténcia desta bactéria até determinadas
concentracdes destes ides, mas que para concentragOes superiores esses mecanismos deixam
de ser determinantes. Nas concentracdes de 15 e 60 mg/L de Pb** a expressdo do gene zntR
foi 14 e 100 (respetivamente) vezes abaixo da expressao “normal” na cultura sem suplemento
de Pb®*, enquanto na concentracdo de 120 mg/L Pb*" a expressdo foi apenas 2 vezes inferior.
Provavelmente acontece em S. marcescescens CCMA 1010 uma resposta semelhante a
descrita por Choudhary e Sar (2016). Num estudo de expressdo de genes de resisténcia a
metais em Pseudomonas aeruginosa estes autores observaram um aumento da expressao dos
genes de sequestro e efluxo de iBes metalicos copA e czcA quando expostos a baixas
concentracdes de metais por curta duracdo, enquanto que a expressao do gene de resposta
global ao stress sodA, que codifica a enzima superoxido dismutase, aumentou somente em

concentragdes de metal mais altas ou tempo de exposi¢do mais longo.

Conclusoes

O isolado de S. marcescens CCMA 1010 apresentou resultados satisfatorios para
remogdo de chumbo em &gua artificialmente contaminada, indicando assim a utilizagdo da
biomassa microbiana como adsorvente. A remogdo do chumbo em meio LB ndo foi eficiente,
apresentando possiveis interagdes dos ions do Pb?* com componentes do meio.

S. marcescens CCMA 1010 apresentou resisténcia e crescimento nas concentragdes
de Pb* no meio LB, sendo possivel relacionar a expressdo do gene ZntR com o aumento da

concentracdo dos ions no meio.
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Artigo 3: Eficiéncia de Serratia marcescens CCMA 1010 na biossorcao de metais em
sistemas multicontaminados

Resumo

Residuos industriais e agroindustriais normalmente apresentam contaminacdo com multiplos
metais, dificultando a biorremediacdo, uma vez que o microrganismo envolvido deve ser
multi-resistente. Além disso, a eficiéncia do processo pode ser comprometida uma vez que
metais com valencia semelhantes competem entre si pelos sitios de ligacdo da superficie da
parede celular microbiana. Isso € extremamente relevante quando o principal mecanismo na
remocdo dos metais pelo microrganismo € a adsorcdo. S. marcescens CCMA 1010 é
conhecida por ser resistente ao Pb?* e foi avaliada quanto a resisténcia Cd**, Pb** e Zn** e
capacidade de remocdo otimizado por DCCR em meio liquido artificialmente contaminado e
confirmado por absor¢do atdmica. S. marcescens CCMA 1010 mostrou-se mais resistente ao
Zn**>Pb?*>Cd*". Entretanto, maior remocdo foi observado para o Cd** (32,8%) e Pb*
(31,8%) em pH 5,0 e concentraco inicial de 590 mg L™ para o Pb®* e 470 mg L™ para o Cd*".
A presenca dos metais refletiu na variagcdo no grupamento amina, grupo carboxyl, hidroxyl e
ligacdo com o oxigénio ou nitrogénio na parede celular na presenca dos metais. A biomassa
de S. marcescens CCMA 1010 apresentou potencial de utilizacdo nos processos de remocao
de metais pesados em meios multicontaminados. Entretanto, devido a complexidade dos
residuos com multiplos metais ha a necessidade de mais estudos para viabilizar a aplicacdo da
biomassa em residuos contaminados, determinando outras fontes de variagdo bem como a

interacdo do microrganismo com outros metais e a interacdo entre 0s metais.

Palavras-chave: Multi-metais, bactérias, biorremediacao.
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1. Introducéo

A contaminagdo do meio ambiente com metais pesados ocorre normalmente de forma
multicontaminada, sendo os metais/metaloides Zn, Cr, Cu, Pb, Ni, As, Cd e Hg que
apresentam maior risco ecologico (Bian et al., 2016). Assim, a disposicdo desses elementos
no solo ou ambientes aquéaticos pode levar a uma contaminagdo continuada e progressiva
ocasionada pelo acumulo dos metais nos seres vivos, e consequente transferéncia no ambiente
através das redes trdficas (Guo et al., 2016). As principais fontes de multi-contaminacéo sdo
as atividades de mineracdo, aterros sanitarios, residuos industriais, fertilizantes e defensivos
agricola (Gautam et al., 2015).

O cadmio e o chumbo sdo elementos quimicos extremamente toxicos mesmo em
concentracdes baixas, podendo acarretar diversos danos a salde dos seres vivos. O Zn**
apesar de ser considerado um elemento trago, em altas concentragdes, pode ser toxico. Esses
metais sdo utilizados principalmente nas industrias siderdrgicas, de plastico, de combustiveis
e de fertilizantes agricolas e seus limites em 4gua potavel é de 0.003 mg L™ para Cd**; 0.01
mg LY para Pb** e 3 mg L™ para Zn** (WHO, 2006).

Com o intuito de tratar os residuos contaminados com metais pesados, diversas técnicas
de baixo custo estdo sendo desenvolvidas e estudadas (Kurniawan et al., 2015). Entre essas
técnicas a utilizacdo da biomassa microbiana ou seus metabdlitos sdo considerados de alta
eficiéncia, baixo custo e ambientalmente corretas (Ahemad and Kibret, 2013). Os
microrganismos podem apresentar diversos mecanismos para remocao dos metais pesados do
ambiente, como a adsor¢do na superficie da parede celular ou na regido periplasmatica,
absorcao no interior da célula, reducdo, precipitacdo ou volatilizacdo através da atividade
microbiana (Giovanela et al, 2017).

Em processos de biorremediacdo hd uma correlagdo dos mecanismos de resisténcia a
metais com a eficiéncia no processo, mantendo a biomassa ativa mesmo em residuos
contaminados (Naik and Dubei, 2011). Bactérias isoladas de areas de mineracdo de zinco
demonstraram capacidade de biossorcao de Cd** e Zn*" com destaque para 0s microrganismos
Tsukamurella pautometabola e Pseudomonas aeruginosa (Limcharoensuk et al., 2015). Em
algumas espécies de bactérias esses mecanismos de resisténcia sdo regulados por uma série de
genes, como o CadR, PbrR e ZntR responsaveis pela regulacdo do fluxo de ions dos metais
Cd*? e Pb*? e Zn*", respectivamente (Naik and Dubey, 2011; Permina et al., 2006; Taghavi et
al., 2009).
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Outro mecanismo de resisténcia é a capacidade de adsor¢do dos metais aos grupos
funcionais da superficie da parede celular sendo esse processo dependente de alguns fatores,
tais como pH, concentracéo inicial do ion e composicdo da biomassa (Huang and Lio, 2013).
Em determinados casos a biossorcao pode ocorrer utilizando a biomassa microbiana inativa a
qual pode apresentar maior eficiencia na adsor¢do comparado com a biomassa ativa (Huang et
al., 2013).

S. marcescens é uma bactéria cosmopolita, podendo algumas cepas estar relacionadas
com infecgbes hospitalares. No entanto, ha estudos de aplicacio em processos de
biorremediagdo, como na biossor¢do de metais pesados (Cristani et al., 2012), biodegradacéo
de biodiesel (Souza et al., 2016), pesticidas (Cycon et al., 2013) e compostos organicos (Pires
etal., 2017).

Neste trabalho uma cepa de Serratia marcescens CCMA 1010, ja conhecida como
resistente ao Pb?*, foi avaliada quanto a resisténcia e capacidade de remocdo de Cd**, Pb** e

Zn?* em condicdes de cultivo otimizados visando multi-remocéo desses metais.

2. Materiais e métodos

2.1. Resistencia de S. marcescens ao Cd**, Pb®* e zn?*

2.1.1. Concentracdo minima inibitéria (MIC)

O isolado de S. marcescens CCMA 1010 pertencente a Colecdo de Cultura da
Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras. Inicialmente o isolado
foi reativado em placa contendo o meio Agar Nutriente (NA) (3% de extrato de levedura, 5%
de peptona e 15% de agar), a 28°C por 24 horas e em seguida transferidos para placas de AN
acrescido das concentra¢@es dos ions metélicos individualmente (0; 0.1; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5;
3.0; 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5 e 6.0 mM) utilizando solugdes de Nitrato de Chumbo (Pb(NO3),),
Nitrato de Cd (Cd(NOs3),.4H,0) e Nitrato de Zinco (Zn(NO3),.6H,0). O crescimento dos
microrganismos foi avaliado pelo aparecimento das colonias ap6s 24 horas de incubacéo,
sendo observado por um periodo de até 7 dias. O controle positivo foi o crescimento no
mesmo meio de cultura sem a adi¢do dos metais. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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A concentracdo minima inibitoria foi determinada como a menor concentragcdo do

metal que isolado nédo foi capaz crescer (Castro et al., 2015).

2.2.2. Efeito dos metais no crescimento bacteriano

Os valores observados CMI determinaram as condicGes para realizar a curva de
crescimento dos microrganismos nos meios de cultura liquido contendo os ions metéalicos. S.
marcescens CCMA 1010 foi reativada em caldo nutriente (NB) (3% de extrato de levedura e
5% de peptona) a 28°C sob agitacdo de 150 rpm por 24 horas, sendo o in6culo padronizado na
absorbancia de 0.6 em espectrofotdmetro com densidade 6tica (OD) (600 nm)

Em seguida, uma aliquota de 0,6 ml foi inoculada em 300 ml de caldo nutriente
contendo Cd?*, Pb?* e Zn**, comparando o crescimento em caldo nutriente sem a presenca dos
ions metalicos (controle). O crescimento bacteriano foi monitorado a cada 3 horas por um
periodo de 36 horas utilizando espectrdmetro molecular de Ultravioleta-visivel a 600 nm
(Limcharoensuk et al., 2015).

2.4. Experimentos de remocdo de Cd**, Pb?* e Zn**
2.4.1. Cultivo da biomassa e inoculacéo

Serratia marcescens CCMA 1010 foi cultivada em meio NB até atingir uma
populacdo de 10° UFC/ml a 28°C sob agitagdo de 150 rpm. Em seguida, uma aliquota 10 ml
foi centrifugado a 4°C a 7155.2 xg por 10 min. A biomassa foi ressuspendida em 1 ml de
agua peptonada a 0,1%.

Os experimentos de remocao dos metais foram realizados em tubos falcon de 50 ml
contendo 9 ml da solucdo com Pb?*; Cd** e Zn** e 1 ml da suspensdo de suspensdo da

biomassa bacteriana. Os tubos foram incubados a 28°C com agitacdo de 150 rpm/24 h.

2.4.2. Otimizag&o de remocéo de Cd®*, Pb®* e Zn®** em meio com multiplos metais utilizando

o0 delineamento central composto rotacional (DCCR).

As variaveis independentes utilizadas no experimento foram o pH, e concentragdes
de Cd**, Pb* e Zn*%. A tabela 2 apresenta a matriz do designer experimental gerada pelo

software Designer Expert® versdo 8.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA).
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A variavel resposta foi a concentracdo dos metais adsorvido pela biomassa bacteriana,
determinado pela equacdo 1, utilizando espectrofotdbmetro de absorcdo atémica para

quantificar a presenca do Cd**, Pb** e Zn®* residual.

qz(Co—Ce)-V
M (1)

Onde:

g: quantidade de fon metalico capturado pela biomassa (mg g™);
Co: concentragdo inicial do fon metalico (mg L™);

Ce: concentragdo final do fon metalico (mg L™);

V: volume da solucéo (L);

M: massa do biossorvente (g).
2.4.3. Interacao dos ions metalicos com a superficie da parede celular bacteriana

A interacdo dos ions metalicos com os grupos funcionais da superficie da parede celular
de S. marcescens CCMA 1010 foi analisado utilizando espectrometria de infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR). Para essa analise, as amostras bacterianas foram expostas
aos metais em frascos de 150 ml, utilizando 100 ml de agua destilada acrescida de Pb**, Cd**
e Zn* nas concentracdes 590 mg L™*; 470 mg L™ e 60 mg L™ respectivamente. A biomassa
bacteriana foi inoculada na proporc¢éo de 10% (v:v) e os frascos incubados em agitacéo de 150
rpm a 28°C/24 h. A biomassa bacteriana ndo exposta aos metais foi utilizada como amostra
controle.

A biomassa foi centrifugada a 7155.2 xg e seca em estufa de ventilagdo forgada a 60°C,
em seguida foi misturada com Kbr em uma propor¢do de 1% de amostra. A faixa espectral
utilizada foi de 400 — 4000 cm™, nimero de scans de 32 e resolucéo de 4 cm™ (Martins et al.,

2010), utilizando o espectrometro FTS 3000 Excalibur Digilab com transformada de Fourrier.
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3. Resultados

3.1. Efeito do Cd*2, Pb*? e Zn™ no crescimento bacteriano

A resisténcia dos microrganismos aos metais pesados foi avaliada através da
concentragdo minima inibitoria com contaminacdo maxima de 6 mM. S. marcescens CCMA
1010 apresentou crescimento Zn?*>Pb?>Cd®* com valores de resisténcia de 5, 4 e 0,1 mM
respectivamente em meio AN.

Os valores obtidos na MIC foram utilizados para determinar a dindmica de crescimento
de S. marcescens CCMA 1010 em meio caldo nutriente multicontaminado com Cd?*, Pb** e
Zn**. Comparou-se o crescimento bacteriano durante 34 horas na presenca dos metais Cd*?,
Pb*? e Zn*? individualmente e multicontaminado ao tratamento controle (sem metal) (figura

1).

Pb 4.0 mM

18 ] e Cd0.1 mM
—————— Zn 5.0 mM — " —_——
144 ——mmnr Multi-contaminated P

— = — =~ Control P

0,8 4

Absorbance

06

04 4

0,2 4

0,0 4

Hours

Fig. 1. Perfil de crescimento de S. marcescens CCMA 1010 na presenca de Pb**, Cd®*, zn**,
multicontaminado e tratamento controle (sem a presenca de metais).

No experimento de resisténcia do microrganismo, observou-se no tratamento controle o
maximo crescimento em cerca de 24h apds a inoculacdo. O crescimento de S. marcescens
CCMA 1010 na presenca do Pb?* n3o apresentou fase lag tdo longa (= 10h) quanto as
amostras contendo Cd**, Zn?* e para o multicontaminado, que exibiram uma fase lag de
aproximadamente 10 h. Entretanto, essa concentracdo de Pb** apresentou efeito txico ao

microrganismo durante o crescimento celular.
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Apesar de ter apresentado efeito na fase lag o Cd** na concentracdo de 0,1 mM
apresentou menor efeito toxico a bactéria, quando comparado ao Zn®** e ao Pb**. O zZn*
apesar de apresentar maior valor de MIC apresentou efeito negativo no crescimento
bacteriano. A condi¢cdo de multicontaminacdo apresentou efeito negativo no crescimento,
apresentando além do aumento da fase lag, um crescimento inferior a 50% em relagéo ao

tratamento controle.

3.2. Otimizacdo da remogdo do Pb*? Cd*™? e Zn*? em meio multicontaminado

Os modelos para remogdo do Pb*?, Cd*? e Zn™ no DCCR foram significativos (p<
0,05) e os valores dos parametros da andlise de variancia estdo apresentados na tabela 1.
Os modelos mais eficientes para a remocéo foram para o Cd®* e para o Pb?*, os quais
apresentaram menor coeficiente de variagdo (27,37 e 68,44 %) em relacéo ao Zn?* (124,13 %)
e maiores valores de coeficiente de determinacéo (R?) (tabela 1).

Tab. 1. Tabela de anélise de variancia para a otimizagdo da remocdo de Pb*?, Cd*? e Zn*?em
meio multi-contaminado

Variaveis resposta

Fontes de variacdo

Cd Pb Zn
Modelo 0.0001** 0.0121** 0.04**
pH 0.64 0.86 0.19
Cd 0.0001** 0.82 0.62
Pb 0.52 0,0004** 0.62
Zn 0.04 0.5212 0,003**
CV (%) 27.37 68,44 124,13
R2 97.63% 81,86 % 39.78 %

CV (%) — Coeficiente de variagéo.

Entretanto, nas condicfes avaliadas ndo houve interacdo estatistica entre as variaveis e
pH (p>0,05) para a remogdo dos metais. Somente a concentracdo inicial de cada metal
apresentou significancia estatistica (p<0,05) para a remogao do mesmo.

O maximo de remogdo dos ions metalicos pela biomassa de S. marcescens CCMA
1010 observados no experimento, foi de 298.7 mg g™* para o Cd**, 338.9 mg g™ para o Pb** e
45,2 mg g™ para 0 Zn®* (Tabela 2).
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Tab. 2. Matriz do designer experimental do DCCR para remocdo (q) mg g™ do Cd**, Pb* e

Zn?" utilizando biomassa de S. marcescens CCMA 1010.

Variaveis (@)
Run cd* Pb** zZn** cd* Pb** zZn**
PH mg L™ mg g™

1 5 110 590 60 0 243,3 17
2 6 350 420 40 18,9 34,3 0
3 5 470 590 60 157,1 188,8 18,7
4 5 110 250 25 0 0 0
5 3 110 250 25 0 0 0
6 4 350 420 40 20 64,4 0
7 4 350 80 40 20,3 338,9 0
8 5 110 250 60 0 0 19,2
9 4 350 750 40 14,5 372 0
10 3 470 590 25 158,3 185,8 0
11 5 470 250 25 1545 0 25,5
12 5 110 590 25 0 212,6 27,2
13 4 350 420 40 24.8 26,7 0
14 3 110 590 25 0 260,5 0
15 2 350 420 40 27,1 16,8 0
16 3 110 250 60 0 0 19,7
17 4 350 420 9 39,8 42,2 0
18 3 470 590 60 163,1 208,3 20,4
19 3 470 250 60 162,3 0 20,1
20 4 350 420 75 112,2 177,7 45,2
21 4 350 420 40 22,4 45,6 0
22 5 470 590 25 164,3 2125 0
23 5 470 250 60 2239 11,7 24.9
24 4 230 420 40 0 26 0
25 4 590 420 40 298.,8 31,5 0
26 3 110 590 60 0 185 0
27 3 470 250 25 153,9 0 0

A Figura 2 apresenta os graficos de superficie de resposta com os valores do modelo

predito para a multi-remogdo do Cd** (Fig. 2 a), Pb** (Fig. 2 b) e Zn** (Fig. 2 c). Pode ser

observado efeito da concentracdo inicial dos ions. Entretanto, ndo foi observado efeito do pH

na remogé&o (q) dos metais nas condigdes estudadas.
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Fig. 2. Modelo de superficie de resposta para otimizacdo da biossorcao (q) do Cd*%(a), Pb**
(b) e Zn*? (c) em relacéo a variacéo do pH.

N&o ocorreu interagdo significativa entre 0s metais. Entretanto, observou-se que a
multicontaminacdo interfere nos valores maximos de remocéo de cada metal, pois de acordo
com as condicGes otimizadas preditas seria em pH 5 e concentracdo inicial de 2, 7 e 7 mM
para 0 Cd**, Pb* e Zn*" respectivamente, com valores estimados de remocéo de 165,4 mg g™

para Cd**, 194,3 mg g* para Pb** e 19,25 mg g* para Zn**.
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Ao realizar a validacdo do experimento com as condic¢Oes preditas pelo modelo, foi
obtido uma biossorcéo de 150 mg g™ para o Cd**, 171 mg g™ para o Pb* e 32,5 mg g™* para o
Zn**, com uma eficiéncia de remocdo de 31,8% para o Cd**, 32,8% para o Pb** e 56,1% para

0 Zn*".
3.3 Espectrometria na regiao do infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

A partir da analise do espectro de FTIR (Figura 3) observam-se as variagfes nos grupos
funcionais da superficie da parede celular na presenca dos metais.

A maior variacdo no espectro ocorreu na regido de 3250 cm™, que determina vibragdo
no grupo amina, as variagdes entre 1600 e 1300 cm™ é relativo ao grupo carboxyl, a regi&o de
975 cm™ é relativo ao grupo C-O e variacdo assimétrica na regido de 570 e 540 cm™ pode
indicar ligacdo do metal com o oxigénio ou com nitrogénio presente na superficie da parede

celular.
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Fig. 3. Espectro de FTIR da biomassa de S. marcescens CCMA 1010: (A) antes da exposicao
aos multiplos metais e (B) ap6s a exposicdo aos mltiplos metais (Cd**, Pb* e Zn*").
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4. Discussao

Microrganismos isolados de areas contaminadas apresentam potencial de utilizacdo
em processos de biorremediacdo, uma vez que apresentam mecanismos de resisténcia ao
estresse causado pelos metais para manter sua sobrevivéncia adequada (Tharmalingan et al.
2017). A cepa de S. marcescens CCMA 1010 foi isolada da agua residual do processamento
do café, a qual apresentou concentracdes de até 130 mg L™ de Cd®* (Pires et al., 2017).

Isolados de S. marcescens de diversas origens ja foram estudados e apresentaram
potencial de utilizacdo na biorremediacdo de niquel, cadmio, chumbo, cromo e zinco,
apresentando mecanismos de reducdo dos metais, producdo de sideréforos, metaloneina ou
adsorcdo na superficie da parede celular (Nwagwu et al., 2017; Cristani et al., 2012; Kumar et
al., 2011; Rahman et al., 2009).

A presenca do Cd** e do Zn®" afetou a fase lag de S. marcescens CCMA 1010 em
relagdo ao meio contendo Pb** e ao tratamento controle, assim como observado por Poirier et
al. (2013) utilizando Pseudomonas fluorescens e em Huang et al. (2014) usando Bacillus
cereus, que da mesma forma apresentaram aumento da fase lag em até 10 horas na presenca
dos metais.

Os resultados também demonstraram uma diminuicdo no crescimento celular na
presenca de multiplos metais, podendo esse resultado ser ocasionado pela degradacdo de
proteinas das células e sobrecarga dos mecanismos de resisténcia (Poirier et al., 2013).

A proporcdo de remocdo dos metais obtida foi Pb?*>Cd**>Zn*" por g* de biomassa.
Esses resultados sugeriu que ndo necessariamente a resisténcia ao metal pelo microrganismo
pode estar relacionado com a capacidade de adsor¢do pela biomassa. A presenca de maltiplos
metais no meio pode afetar negativamente os processos de biossorcao, devido a competicéo
por sitios de ligacdo na superficie da parede celular (Ahemad and Kibret, 2013). Entretanto,
estudos de biossorcdo de multiplos metais podem levar a um melhor entendimento dos
mecanismos e possibilidades de aplicacBes, devido a complexidade dos residuos
contaminados (Gravilescu, 2004).

A concentracdo dos ions metalicos também pode interferir diretamente na biossorcéo
dos metais, baixas concentra¢cfes na solucdo podem proporcionar maior eficiéncia da
biossor¢do, aumentando a interacdo entre os ions e os sitios de ligagdo da superficie da parede
celular, ja altas concentracdes dos ions pode saturar os sitios de ligacdo, prejudicando a

eficiéncia do processo de biossor¢do (Aryal and Kyriakides, 2015).



88

No presente trabalho, observou-se aumento do valor da quantidade de ions adsorvidos
pela biomassa com o aumento da concentracdo inicial dos metais, assim como observado por
Huang et al. (2014) em seus estudos com Bacillus cereus em processos de adsorcio do Cd**,
indicando uma néo saturacdo dos sitios de ligacao.

O pH é um fator que pode interferir na biossorcao, devido a alteragdes na solubilidade
dos metais e saturacdo dos sitios de ligacdo na parede celular (Sari et al., 2008), onde baixos
valores tendem a ionizar os grupos funcionais, impedindo assim a ligacdo com o0s ions
metalicos. Altos valores de pH podem influenciar na formacdo de hidroxidos metalicos,
dificultando o processo de biossor¢do devido a precipitacdo dos metais (Huang et al., 2013;
Sitko et al., 2013). Valores 6timos de pH para biossor¢do dos metais pode variar de acordo
com as propriedades da superficie das células bacterianas (Aryal and Kyriakides, 2015). No
presente estudo ndo foi observado significancia estatistica em relacao ao pH na faixa
estudada, mesmo o modelo de multi remogdo dos metais sendo otimizado para pH 5,0.
Entretanto, estudos demonstram que as faixas Otimas de pH para remocdo dos metais
encontram-se entre 5 e 7 (Munoz et al., 2015; Verma et al., 2016; Limcharoensuk et al.,
2015).

A biossor¢do dos metais pela biomassa bacteriana depende também da reatividade
quimica aos grupos funcionais da superficie da parede celular (Verma et al., 2016). Os grupos
funcionais apresentam carga negativa na superficie da célula permite a ligacdo com os ions
metalicos (Orandi, 2017). A exposicéo ao Cd**, Pb?* e Zn®" apresentaram variacao nas regides
que representam 0 grupo amina e carboxyl assim como relatado por Huang and Lio (2013),
Munoz et al. (2015) e Bowman et al. (2018). A exposicdo aos metais causou também
alteracBes vibracionais nos grupos funcionais nas regides abaixo de 700 cm™ (figura 4), o que
pode caracterizar uma ligagdo com o oxigénio formando uma ligagdo 6(M-O) e 3(0O-M-O)
(M=Metal) (Kamnev et al., 1997) ou uma ligacdo dos ions com o nitrogénio (Munoz et al.,
2009).

Concluséao

H4 a possibilidade de aplicacdo da biomassa de S. marcescens CCMA 1010 na remogéo
de Pb** e Cd*" em residuos contaminados por multiplos metais. No entanto é importante
observar que a resisténcia a altas concentracdes de Zn®* ndo refletiu maior eficiéncia da
biossorcdo, sugerindo que ndo necessariamente 0s mecanismos de resisténcia aos metais

podem estar relacionados com a capacidade de biossorcao pela biomassa. Apesar do potencial
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de aplicacdo nos processos de biossor¢do, a utilizacdo em residuos multicontaminados ainda
deve ser estudada, devido a complexidade das interacGes entre os multiplos metais e os

microrganismos.
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