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RESUMO

O aumento da contaminagdo por metais toxicos em diferentes ecossistemas tem se
tornando um fator de preocupacdo mundial. Neste contexto, bactérias de diferentes
géneros tém demonstrado a habilidade de tolerar e remediar ambientes contaminados
com varios metais, tornando-se alvo de diferentes estudos. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia de seis isolados bacterianos aos metais toxicos cromo
e zinco. Para tanto, a pureza dos isolados foi avaliada através de ensaios morfoldgicos
em microscopia de luz, bem como avaliacdo do crescimento das colénias em placas
de meio NB sdlido. ApGs confirmacédo da pureza, ensaios de cinética de crescimento
dos isolados em meio de cultura Nutrient Broth (NB) liquido e sélido (ensaio de
concentracao inibitéria minima) suplementados com 5 g.L* das solugdes de dicromato
de potassio (K.Cr.07.7H,0) e sulfato de zinco (ZnS0O4.7H,0) foram realizados em
triplicata e a variagdo de pH no meio foi medida em todas as condigdes. A viabilidade
das células foi avaliada através da semeadura dos isolados obtidos a partir do meio de
cultura liquido suplementado com metais toxicos em placas de meio NB sélido, a fim
de avaliar a integridade da membrana plasmatica através da microscopia de
epifluorescéncia. Para cada isolado, a formacdo e quantificacdo do biofilme foi
avaliada na presenca ou auséncia de metais toxicos, a fim de demonstrar caracteres
fenotipicos relacionados a resisténcia microbiana em situacdes de estresse. A
quantificac@o de biofilme foi obtida através da andlise de densidade Optica (D.O) em
espectrofotbmetro e as imagens do mesmo capturadas através da microscopia de luz.
Os dados obtidos sugerem que mesmo em condi¢cdes de estresse e na presenca de
altas concentracdes (480 mg.L?) de Cr e Zn, os isolados avaliados demonstraram
crescimento elevado da populacédo bacteriana, exceto para as estirpes 7B.B e 16D.B,
bem como a viabilidade em placa foi demonstrada para os diferentes isolados, a
excecdo de 10D.B, 16D.B e 22A que apresentaram uma caracteristica bacteriostatica
para ambos os metais. Os ensaios de biofiime demonstraram que em condicdes de
estresse, a formacdo do mesmo é estimulada, possivelmente como estratégia de
protecdo as células, aumentando a possibilidade de resisténcia do microrganismo aos
metais toxicos. Assim, foi possivel demonstrar que os isolados bacterianos
apresentaram caracteristicas de resisténcia na presenca dos metais toxicos cromo e
zinco, podendo assim colaborar para trabalhos futuros em biorremediacdo de

ambientes contaminados.

Palavras-chave: Biorremediagao, resisténcia microbiana, poluicdo ambiental.



ABSTRACT

The increase in contamination by toxic metals in different ecosystems has become a
factor of global concern. In this context, bacteria of different species have
demonstrated the ability to tolerate and alleviate environments contaminated with
various metals, becoming the target of different studies. Thus, the objective of this work
was to evaluate the resistance of six bacterial isolates to the toxic metals chromium
and zinc. For that, the purity of the isolates was evaluated through morphological
assays in light microscopy, as well as evaluation of the colony growth in plates of solid
Nutrient Broth (NB) medium. After confirming the purity, growth kinetics tests of the
isolates in liquid and solid NB culture medium (minimum inhibitory concentration assay)
supplemented with 5 g.L? of potassium dichromate (K.Cr.0;.7H;0) and zinc sulfate
(ZnS04.7H20) solutions were performed in triplicate and the pH variation in the
medium was measured under all conditions. Cell viability was evaluated by spot the
bacteria suspension obtained from the liquid culture medium supplemented with toxic
metals onto plates of solid NB medium, in order to assess the integrity of the plasma
membrane by epifluorescence microscopy. For each isolate, biofilm formation and
guantification were evaluated in the presence or absence of toxic metals, in order to
demonstrate phenotypic characters related to microbial resistance in stress situations.
Biofilm quantifications was obtained through optical density analysis (O.D.) in a
spectrophotometer and its images captured through light microscopy. The data
obtained suggest that even under stress conditions and in the presence of high
concentrations (480 mg.L™?) of Cr and Zn, the evaluated isolates showed a high growth
of the bacterial population, except for strains 7B.B and 16D.B, as well as the viability on
plague was demonstrated for the different isolates, with the exception of 10D.B, 16D.B
and 22A that showed a bacteriostatic characteristic for both metals. Biofilm assays
showed that under stress conditions, its formation is stimulated, possibly as a cell
protection strategy, increasing the possibility of microorganism resistance to toxic
metals. Thus, it was possible to demonstrate that the bacterial isolates presented
resistance characteristics in the presence of the toxic metals chromium and zinc, thus
being able to collaborate for future works in bioremediation of contaminated

environments.

Keywords: Bioremediation, microbial resistance, environmental pollution.
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1. INTRODUCAO

Segundo estudos da ONU (2017), a populacéo global atual € de 7,6 bilhdes de
habitantes e a projecdo é que até 2030 esse numero atinja 8,6 bilhdes. O
desenvolvimento da sociedade tem contribuido grandemente para a geracdo de
residuos com potencial de contaminacdo de ambientes, como solo e &gua
(CONCEICAO et al., 2007).

A intensificacdo das atividades industriais e agricolas tem aumentado o risco
de poluicdo dos solos por metais toxicos (ANDRADE, 2009). Alguns metais séo
essenciais e participam de processos biolégicos, regulando a expresséo génica e a
atividade de biomoléculas (BRUINS et al., 2000). No entanto, em altas concentracoes,
mesmo metais essenciais tornam-se téxicos. Estes metais podem ser absorvidos
pelas plantas e eventualmente se acumular no corpo humano, causando problemas
(LIANG et al., 2013; ZHANG et al., 2018). Quando lancados no solo, esses metais
podem ser retidos pelo solo ou sofrer lixiviagdo atingindo &aguas subterraneas
(GONGALVES et al. 2013).

Dentre os metais toxicos mais comuns estdo chumbo (Pb), cadmio (Cd), cobre
(Cu), cromo (Cr), mercurio (Hg) e zinco (Zn) (CORREA et al., 2008). O cromo e 0 zinco
sdo importantes componentes funcionais e estruturais dos seres vivos devido
capacidade de perder elétrons facilmente, formando ions com cargas positivas, que
tendem a ser soltveis em fluidos biolégicos (BENITE et al., 2007; BERTOLAZI et al.,
2010).

Nesse sentido, grandes esfor¢os tém sido feitos para integrar conhecimentos
que facilitem a reabilitacdo de solos contaminados com metais toxicos e, assim,
possibilitar o retorno da funcionalidade e estabilidade do ecossistema (ANDRADE,
2009). Uma alternativa viavel, econbmica e ecologica é a biorremediagdo, que
consiste no uso de seres vivos, principalmente bactérias e fungos para transformar
substancias toxicas em compostos inertes (FRANCISCO; QUEIROZ, 2018).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de isolados
bacterianos aos metais cromo e zinco. Para tanto, bactérias isoladas da Colecao de
Cultura de Microrganismos do LBCT/UENF oriundas de amostras de serapilheira e
solo foram coletadas da Estacdo Ecolégica de Guaxindiba — RJ foram selecionadas
para este proposito. Em seguida, a resposta dos isolados foi estudada por meio de

ensaios de viabilidade celular e testes de resisténcias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. POLUICAO AMBIENTAL

O aumento da populacdo mundial e das atividades industriais tem se tornado
responsavel pelo aumento da poluicdo ambiental (DAS; DASH, 2017). Uma das
maiores preocupacdes ambientais é a poluicdo do solo, devido a influéncia que este
sofre por contaminantes, como metais toéxicos, que ocupam um lugar de destaque e
estdo sendo intensamente estudados (FERNANDEZ, 2017). A fauna e a flora sofrem
efeitos direto e indireto, bem como os ambientes aquaticos, terrestres e atmosféricos
(DAS; DASH, 2017). A poluicdo do ambiente por metais toxicos representa um
importante problema ecolégico devido ao impacto negativo desses metais, que se
acumulam ao longo da cadeia alimentar e resultam em graves problemas ecolégicos e
de saude (BHOJIYA et al., 2016).

Segundo a lei n°® 6.938/1981 — Art. 3° poluicdo trata-se da
degradacédo da qualidade ambiental resultante de atividades que direta
ou indiretamente: prejudiquem a saude, a seguranca e o bem-estar da
populacdo; criem condicbes adversas as atividades sociais e
econdmicas; afetem desfavoravelmente a biota; afetem as condicdes
estéticas ou sanitarias do meio ambiente; lancem matérias ou energia
em desacordo com os padrdes ambientais estabelecidos.

Os metais tOxicos, capazes de poluir ambientes, podem ser de ocorréncia
natural (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017), tais como cometas, erosao, erupcdes
vulcanicas, incéndios florestais e intemperismo de minerais (AYANGBENRO;
BABALOLA, 2017) ou de fontes antropogénicas, como fabricagcdo de explosivos,
residuos sdlidos industriais, curtimento de couro, mineracao, pesticidas e fertilizantes,
materiais fotogréaficos, pigmentos de impresséo, fundicdo, siderurgia e industrias de
galvanoplastia, téxteis e tinturas (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017 apud BHAT et al.,
2020).

Os metais sdo elementos essenciais para os seres vivos (SOUZA, 2010).
Muitos deles tém grande utilidade para o homem, pois sdo empregados na fabricacao
de utensilios como canos, baterias e pilhas, no entanto, também estdo entre os
agentes toxicos mais conhecidos (INTORNE, 2012). Além da toxicidade, esses
elementos podem ser bioacumulados, passando de uma espécie para outra ao longo
da cadeia alimentar (INTORNE, 2012). O descarte desses residuos com elevada

toxicidade fora dos padrdes da legislagdo ambiental vigente (Tabela 1), bem como a
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sua incorreta manipulacdo nos diversos ecossistemas naturais, ocasionam danos ao
ambiente (GRAZZIOTIN, 2015).

Tabela 1: Valores de metais téxicos orientados para solo (mg.kg -1 de peso fresco de solo).

Substiincing Valores de  Valores de Referéncia Valores de Investigacio
Prevencio da Qualidade Agricola Residencial Industrial
Arsénio 15 0,60 35 55 150
Bario 150 84 300 500 750
Cadmio 1,3 0.5 3 8 20
Chumbo 72 13 180 300 900
Cobalto 25 B! a5 65 90
Cobre &0 5 200 400 600
Cromo 75 35 150 300 400
Mercirio 0,5 0.1 12 36 70
Niguel 30 9 70 100 130
Vanadio - 24 - - 1000
Zinco 300 35 450 1000 2000

Fonte: CONAMA (2009).

2.2 METAIS TOXICOS: CROMO E ZINCO

Os metais sado materiais solidos em temperatura ambiente, brilhantes,
maleaveis, com propriedades dlcteis e boa condutividade elétrica e térmica (DAS;
DASH, 2017). Todos os metais, independentemente de serem essenciais ou nao,
podem exibir efeitos toxicos em niveis elevados (MANI; KAMUR, 2013).

O cromo (Cr) é um metal cinza-ago, lustroso, duro e muito resistente a
corrosdo, que constitui 0,1-0,3 mg.kg' da crosta terrestre (DHAL et al., 2013). Nao é
encontrado livre na natureza, aparecendo na maioria das vezes como Oxidos
(QUINAGLIA, 2006). E um micronutriente essencial necessario para o crescimento de
muitos organismos, porém, em alta concentracao é téxico e cancerigeno (THACKER
et al., 2006). Entre as principais aplicacbes do Cr, pode-se citar a galvanoplastia,
fabricacdo de aco e automoveis, mineracao, curtimento de couro, cimento, téxtil,
producdo de pigmentos e tinta e preservacédo de madeira (DHAL et al., 2013).

O cromo pode ser encontrado em diversos estados de oxidacdo, variando de
Cr?* a Cr®*, entretanto no solo as formas mais estaveis sédo a espécie trivalente Cr (lIl)
e a hexavalente Cr (VI) (DHAL et al., 2013). Na forma hexavalente, o cromo é soluvel
em agua, enquanto na forma trivalente tende a ser adsorvido na superficie do solo ou
precipitar como hidroxido de cromo em um ambiente ligeiramente &acido e alcalino

(DHAL et al., 2013). O Cr (VI) é a forma mais tdxica, capaz de entrar nas células vivas
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através das vias de transporte de fosfato e sulfato e dentro das células, esses ions
produzem estresse oxidativo devido ao seu alto potencial de oxidagcdo (DAS; DASH,
2017).

A ameaca desses metais a saude humana e animal é agravado por sua
persisténcia de longo prazo no ambiente (MANI; KAMUR, 2013), uma vez que nao
podem ser decompostos por processos quimicos ou bioldgicos (AYANGBENRO;
BABALOLA, 2017). Os sintomas imediatos de exposi¢cdo ao Cr incluem espasmos,
reacOes asméticas e brénquicas. Outros efeitos da exposicao aguda por inalacdo a Cr
resultam efeitos gastrointestinais e neuroloégicos (DAS; DASH, 2017). As
manifestacdes toxicas dependem de dose, via de exposicdo, espécies quimicas,
genética e estado nutricional dos individuos expostos (TCHOUNWOU et al., 2012).

O zinco (Zn) € um metal branco-azulado, brilhante e estavel ao ar seco
(QUINAGLIA, 2006). E um elemento essencial a todos 0s seres em concentracdes-
traco (YAHAGHI et al., 2019) e na natureza, pode ser encontrado em varias formas:
sulfeto de zinco (ZnS), 6xido de zinco (ZnO), carbonato de zinco (ZnCOs3) e silicato
(ZnsSi07[0OH].) (QUINAGLIA, 2006). Sua disponibilidade no solo depende de
condigOes fisicas e quimicas, como sua mobilidade, pH, salinidade, solubilidade da
forma quimica, potencial redox, entre outros (QUINAGLIA, 2006).

O Zn ocorre exclusivamente como cation bivalente Zn?* e quando seus orbitais
estdo completamente preenchidos, ndo € capaz de sofrer mudancas redox sob
condigbes biologicas (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). Entre suas fontes
antropicas estdo industrias de 6xido de zinco, tintas, borrachas, fungicidas, industrias
de plastico, pilhas e baterias, indUstria téxtil, galvanoplastia e ligas de latdo
(QUINAGLIA, 2006).

Além disso, o Zn é componente de mais de 200 enzimas de diferentes
espécies, onde atua indispensavelmente como estabilizador de membranas e varias
macromoléculas (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). As inimeras funcdes desse
metal sdo consideradas fungbes celulares basicas, como replicacdo de DNA,
transcricdo, divisdo celular e ativagdo celular (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001).
Também atua ativamente no crescimento e atividades enzimaticas de bactérias
(BHOJIYA; JOSHI, 2012).

O zinco apresenta também dificil degradacdo, migracéo e absorcéo biolégica,
causando danos nao somente ao ambiente, como também a saude humana (HUANG
et al., 2020). Em concentragfes elevadas, mostra toxicidade (BHOJIYA; JOSHI, 2012)

e geralmente prejudica a atividade dos microrganismos, afetando a estrutura, as
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funcionalidades das membranas bioldgicas e inibindo a atividade enzimatica (HUANG
et al., 2020).

Tabela 2: Caracteristicas gerais dos metais cromo e zinco.

Cromo (Cr) Zinco (Zn)
Localizacdo natabela 4° periodo 4° periodo
periédica Grupo 6 Grupo 12
NUumero atdémico 24 30
Massa atbmica 52 65
Configuracao de valéncia 3d°, 4s? 3d", 4s2
Densidade (g/cm?) 7,19 7,14
Ponto de fuséao (°C) 1907 419,53
Ponto de ebuli¢do (°C) 2671 907

Fonte: https://www.tabelaperiodica.org. Acesso em: 08/05/2021.

2.3 CARACTERISTICAS BACTERIANAS ENVOLVIDAS NA RESISTENCIA A
METAIS TOXICOS

A exposicdo de microrganismos a concentracdes excessivas de metais afeta
adversamente seu crescimento, morfologia (PRAPAGDEE; WATCHARAMUSIK, 2009)
e atividades microbianas, como produtividade primaria, fixagdo de nitrogénio,
respiracdo, ciclagem biogeoquimica de alguns elementos, decomposi¢cdo da matéria
organica e sintese enzimatica (BRAVO, 2018).

Muitos microrganismos demonstram resisténcia a metais na agua, solo e
residuos industriais (BRUINS et al., 2009). Bactérias, por exemplo, se adaptam e
resistem a presenca de metais toxicos, devido a presenca de genes localizados em
cromossomos, transposons e plasmideos (BRUINS et al.,, 2009). Para sobreviver a
estas condicbes, estes organismos precisaram desenvolver mecanismos capazes de
auxiliar para lidar com esses poluentes sem se prejudicar (KARMAKAR et al., 2019).

Mecanismos de resisténcia bacteriana a metais (Figura 1) sdo conhecidos por
exclusdo de metais por barreiras permeaveis, transporte ativo de metais, sequestro

intracelular, sequestro extracelular e desintoxicacdo enzimatica (OVES et al., 2016).
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Além disso, também sao incluidos mecanismos de sintese de peptideos, proteinas ou
substancia extracelular polimérica (EPS) (PRAPAGDEE; WATCHARAMUSIK, 2009).

M Sistemas de
efluxo
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X Xy X ,
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Mm# M k
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Figura 1: Representacdo esquematica dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana a
metais. Onde: M2* = metal téxico; X = constituintes da célula que interagem com o0s metais.
BRAVO (2018).

A exclusdo por barreira de permeabilidade consiste num processo que visa
proteger componentes celulares essenciais, sensiveis a metais (BRUINS et al., 2009),
realizando alteragbes na parede celular, membrana celular ou envelope do
microrganismo (BRUINS et al., 2009). As bactérias que formam um revestimento de
polissacarideo extracelular, por exemplo, demonstram capacidade de adsorver ions
metalicos e impedi-los de interagir com componentes celulares vitais (BRUINS et al.,
2009).

Outra forma de resisténcia bacteriana sdo os mecanismos de transporte ativo
para exportar metais téxicos do citoplasma, que podem ser de origem cromossdmica
ou codificados por plasmideos (BRUINS et al., 2009). Neste mecanismo, ocorre a
expulsdo de metais ndo essenciais que normalmente entram na célula por meio de
sistemas de transporte de nutrientes (BRUINS et al., 2009). J& o sequestro
intracelular, trata-se do acumulo de metais dentro do citoplasma para evitar a
exposicao a componentes celulares essenciais, e é realizado por meio da ligagdo de
metais a proteinas (BRUINS et al., 2009).

As bombas de efluxo, por sua vez, sdo proteinas que transportam os metais
téxicos do meio intracelular para o meio extracelular, na tentativa de manter minima a
concentracdo destes no interior da célula (NIES; SILVER, 1995). Outra estratégia
adotada pela comunidade microbiana é a desintoxicacdo enzimatica, onde ocorre a

conversao do ion metalico mais toxico em espécies menos toxicas (SILVER, 1996).
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A sintese de substancia extracelular polimérica realizada pela maioria das
bactérias é outra alternativa encontrada por esses microrganismos para suportar a
presenca de metais téxicos (MARTINS et al., 2008). Essas substancias poliméricas
extracelulares compreendem uma mistura de polissacarideos, mucopolissacarideos e
proteinas que desempenham papel muito importante na biossorcdo de metais
(MARTINS et al., 2008).

2.4 MECANISMOS DE REGULAGCAO DA EXPRESSAO GENICA E DE CAPTAGAO
DE METAIS

As bactérias sdo os menores e mais abundantes organismos existentes no solo
(QUEIROZ, 2015) e para sobreviver, necessitam controlar a importacdo de metais em
seu citoplasma, a fim de adquirir esses metais essenciais em quantidades suficientes
para o seu metabolismo (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). Recentemente,
ferramentas modernas de gendmica, transcriptdmica, protedbmica e metabolémica
foram aplicadas para investigar a biologia de sistemas de comunidades microbianas
em ambientes (CHAKRABORTY et al., 2012).

Ja é conhecido que a capacidade de tolerancia de microrganismos a metais
esta associada a mecanismos codificados por genes (MINARE et al., 2016) e estes
genes de resisténcia podem ser cromossdmicos ou extracromossdmicos,
denominados plasmideos, que por vezes também carregam resisténcia a varios
antibidticos (ROSEN, 1996). Conforme relatado, ha evidéncias que bactérias co-
resistentes a metais toxicos e a antibioticos, residentes em estacéo de tratamento de
agua residual, apresentam integrons classe 1 (DI CESARE et al., 2016) sendo estes
constituidos por um conjunto de elementos genéticos em uma regido conservada 5’ e
sua formacéao caracterizada por um gene intll (MENDES et al., 2006). Varios genes de
resisténcia a metais pesados (HMRGS), genes resistentes a antibidticos (ARGS) e
genes resistentes a biocidas (BRGs) ocorrem simultaneamente em bactérias (Figura
2) (DI CESARE et al., 2016). Neste contexto, foi demonstrado por Baldiris et al. (2018)
gue a bactéria Stenotrophomonas maltophilia exibiu resisténcia multipla a antibiéticos

e aos metais zinco, niquel e cobre.
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Figura 2: Co-ocorréncia de genes de resisténcia a antibidticos (ARGs), genes de resisténcia a
metais (MRGs) e genes de resisténcia a biocidas (BRGs). A espessura das linhas esta

relacionada a frequéncia das co-ocorréncias. PAL et al. (2015) adaptado por YU et al. (2017).

Habitualmente, genes localizados em plasmideos codificam transportadores de
membrana, responsaveis por mediar diretamente o efluxo de ions cromato do
citoplasma (Figura 2) (RAMIRES-DIAZ et al., 2007). Por outro lado, sistemas de
resisténcia codificados por cromossomos estdo geralmente relacionados a estratégias
especificas, como reducdo de Cr (VI), desintoxicagdo, reparacdo de danos ao DNA,
entre outros (Figura 2) (RAMIRES-DIAZ et al., 2007).

O efluxo de cromato é um mecanismo de resisténcia conferido pela proteina
ChrA, uma bomba quimiosmoética codificada pelos plasmideos pUM505 de
Pseudomonas aeruginosa e pMOL28 de Cupriavidus metalli durans (RAMIRES-DIAZ
et al.,, 2007). A reducdo de Cr (VI) para Cr (Ill) (Figura 3) pode ser considerada um
mecanismo adicional de resisténcia ao cromato (RAMIRES-DIAZ et al., 2007) e como
€ relatado em Baldiris et al. (2018), diferentes redutases de cromato, como ChrR,
YieF, NemA e LpDH catalisam a reducdo de Cr (VI) para Cr (Ill) em bactérias

resistentes ao cromo.
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Periplasma

Figura 3: Mecanismos bacterianos de resisténcia ao cromato. Mecanismos de dano e
resisténcia séo indicados por setas finas e espessas, respectivamente. (A) Via de absorcdo de
sulfato codificada por cromossomo, que também é usada por cromato para entrar na célula. (B)
Reducéo extracelular de Cr (VI) para Cr (lll). (C) Reducéo intracelular de Cr (VI) para Cr (lll)
podendo gerar estresse oxidativo. (D) Enzimas desintoxicantes sdo envolvidas na protecéo
contra o estresse oxidativo. (E) Transportadores codificados por plasmideos podem realizar
efluxo de cromato do citoplasma. (F) Sistemas de reparo de DNA participam da prote¢éo contra
os danos gerados pelo Cr e seus derivados. Adaptado de RAMIRES-DIAZ et al. (2007).

Neste contexto, sdo descritos ainda dois sistemas de efluxo relatados em
bactérias para regular a resisténcia de zinco: a ATPase (codificada pelo gene zntA),
que permite o efluxo por meio de transporte ativo (Figura 4) e o transportador dirigido
por resisténcia, nodulacdo e divisdo (RND) administrado por gradiente de prétons
(NANDA et al., 2019). Enquanto ATPases do tipo P transportam zinco apenas através
da membrana celular, os sistemas RND realizam este transporte através da parede
celular completa de certas bactérias (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001).
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ZnuABC ¢é um sistema de transporte de zinco dependente de proteina de ligagao
periplasmatica. O sistema Czc é um sistema operon transmitido por plasmideo que, além de o
zinco também confere resisténcia ao cadmio e cobalto que funciona como efluxo de cétions.
Adaptado de NANDA et al. (2019).

Outro sistema que confere resisténcia bacteriana ao zinco, cadmio e cobalto é
0 Czc, cujo operon presente no plasmideo pMOL30 consiste em trés genes
estruturais: czcC, czcB e czcA, e seus produtos formam bombas de efluxo de cations
(Figura 4) (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). Estudos realizados em Legatzki et al.
(2003) demostraram que o zinco e cadmio foram removidos das células de Ralstonia
metallidurans pela bomba de efluxo CzcCBA e por duas ATPases do tipo P
transportadoras: CadA e ZntA. Choudhury; Srivastava (2001) confirmaram que a
proteina ZRC-1 é a responsavel pela resisténcia a zinco em Saccharomyces

cerevisiae e Znt-1 e Znt-2 pela resisténcia em mamiferos.

2.5 PROCESSOS DE REMEDIAGCAO

Nas ultimas décadas, os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais
criticos e frequentes, principalmente devido ao desmedido crescimento populacional e
ao aumento da atividade industrial (PEREIRA et al., 2012). A eliminacdo desses
produtos é, atualmente, um dos mais importantes assuntos em controle de poluicao, o

gue tem levado os pesquisadores a buscarem novas técnicas e ferramentas mais
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poderosas que visem a remoc¢do desses compostos do ambiente (PEREIRA et al.,
2012). Estudos comprovam que algumas espécies de bactérias possuem papel
benéfico na pratica da biorremediacdo, como esta destacado na tabela 3.

A biorremediacdo é uma solucdo ecologicamente correta que emprega
produtos biolégicos naturais nos processos (MANI; KAMUR, 2013). Trata-se de um
processo no qual organismos vivos séo utilizados para remover ou reduzir poluentes
no ambiente (PEREIRA et al., 2012). A comunidade cientifica tem pesquisado e
recomendado este processo biotecnolégico, como uma alternativa viavel para a
descontamina¢cdo de ambientes, tais como aguas superficiais, subterrdneas e solos
(MORAIS FILHO et al., 2016) e algumas de suas vantagens consistem na reducdo do
custo quando comparado as técnicas convencionais e a diminuicdo dos riscos de

exposicao para limpeza pessoal (MANI; KAMUR, 2013).

Tabela 3: Bactérias com potencial de biorremediagdo dos metais tdxicos cromo e zinco.

Espécies bacterianas Metais Referéncia
Spirogyra sp. e Spirulina sp. Cr, Cu, Fe, Mn, Se, Zn MANE; BHOSLE, (2012)
Pseudomonas veronii Cd, Zn, Cu VULLO et al., (2008)
Bacillus cereus Cd, Zn HRYNKIEWICZ et al.,
(2012)
Bacillus cereus Cr KANMANI et al., (2012)
Bacillus cereus cepa XMCr-6 Cr DONG et al., (2013)
Penicillium canescens Cr SAY et al. (2003)
Aspergillus versicolor Cr, Ni, Cu TASTAN et al., (2010)

Fonte: Adaptado de MANI; KAMUR (2013).

Abordagens biotecnoldgicas recentes para biorremediacdo (Figura 5) incluem

biossorcgédo, bioacumulagéo, biotransformacéo e biomineralizagdo (DIXIT et al, 2015).
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Figura 5: Mecanismos de interacdo metal-microbio durante aplicagbes de biorremediacao.
Adaptado de GAVRILESCU (2010).

Na biossor¢cdo ocorre uma assimilagdo microbiana de espécies de metais
organicos e inorganicos, ambos soluvel e insolluvel, por mecanismos fisico-quimicos
(GADD, 2004). Microrganismos também sdo capazes de realizar bioacumulacao, isto
€, sao capazes de acumular ions de metais toxicos nas formas particulada e insolavel
e seus subprodutos (OJUEDERIE; BABALOLA, 2017). O mecanismo de
biotransformacédo por sua vez, explica a habilidade que bactérias tém de se ligar a
metais para transformar de metais toxicos em compostos de menor toxicidade (DIXIT
et al, 2015). Outra tecnologia remediadora € a biomineralizacdo, que resulta no
caminho natural de produzir materiais inorganicos estruturados que possuem funcdes
vitais em sistemas bioldgicos, realizando a ligacdo de metais e formando minerais
(MANI; KAMUR, 2013).

As tecnologias de biorremediacdo podem ser classificadas como in situ ou ex
situ. A in situ € um método onde a transformacdo ou destruicdo dos contaminantes
ocorre no préprio local, enquanto a ex situ consiste na remocao do material
contaminado para tratamento em local externo ao de sua origem (MORAIS FILHO et
al., 2016). As principais vantagens da biorremediagdo in situ sdo a rentabilidade, sem
escavacao, local minimo interrupgéo, producao minima de poeira e a possibilidade de
tratamentos simultdneos de solo e aguas subterrdneas em futuro (MANI; KAMUR,
2013).

Fatores como a natureza do poluente, as caracteristicas do solo, a diversidade
microbiana do local (MANI; KAMUR, 2013), além da temperatura, pH, disponibilidade

de nutrientes, afetam a biorremediacdo (JUWARKAR et al., 2010). A chave para um
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processo bem sucedido é aproveitar a capacidade catabdlica natural dos microbios
para catalisar transformac@es de poluentes ambientais (CHAKRABORTY et al., 2012).

Outra alternativa que vem despertando interesse de estudiosos, devido ao
potencial em remediar compostos téxicos, chama-se fitorremediacdo (LAMEGO et al.,
2017). Essa técnica é baseada no uso de plantas naturais ou geneticamente
modificadas capazes de extrair substancias perigosas, como metais toxicos do meio
ambiente, transformando-os em compostos seguros (MAHAR et al., 2016). Refere-se
a uma tecnologia de limpeza eficiente para uma variedade de poluentes organicos e
inorganicos (PILON-SMITH, 2005).

Os poluentes organicos sdo langados no ambiente via derramamentos
(combustivel, solventes), atividades militares (explosivos, armas quimicas), agricultura
(pesticidas, herbicidas), industria (quimica, petroquimica), entre outros (PILON-SMITH,
2005). Poluentes inorganicos, no entanto, ocorrem como elementos naturais na crosta
terrestre ou atmosfera ou resultantes de atividades antropicas, como mineracao e
industrializacdo. Esses compostos ndo podem ser degradados, mas podem ser
fitorremediados por meio alguns processos (PILON-SMITH, 2005). Poluentes
inorganicos que podem ser fitorremediados incluem macronutrientes vegetais, como
nitrato e fosfato; micronutrientes vegetais como Cr, Cu, Fe, Mn e Zn; e elementos ndo
essenciais, como Cd, Co, F, Hg, Se, Pb e V (PILON-SMITH, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de resisténcia de isolados bacterianos depositados na
colegéo de microrganismos LBCT/UENF e oriundos de solo e serrapilheira da Estacéo
Ecoldgica de Guaxindiba -RJ aos metais toxicos cromo e zinco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a morfologia das células bacterianas com auxilio de microscopia

Optica;

e Demonstrar a cinética de crescimento dos isolados bacterianos cultivados em meio

NB liquido sem presenca de metais toxicos;

e Avaliar a cinética de crescimento dos isolados bacterianos cultivados em meio NB

liquido suplementado com crescentes concentragfes de metais toxicos;
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos isolados bacterianos
cultivados em meio NB soélido suplementado com crescentes concentragfes de

metais toxicos;

e Observar e demonstrar a morfologia das colénias bacterianas expostas a

concentracdes crescentes de metais toxicos com auxilio de lupa.

e Promover ensaios de viabilidade celular em placas e com auxilio do kit LIVE/

DEAD ap6s a exposi¢ao aos metais toxicos;

e Analisar a formagédo e a quantificagdo de biofilme dos isolados bacterianos na

auséncia e na presenca de metais toxicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 CEPAS BACTERIANAS, MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

As bactérias utilizadas neste trabalho foram isoladas a partir de amostras de
serapilheira e solo (Tabela 5) coletadas em dois periodos distintos (setembro de 2011
e abril e 2012) de quatro pontos da Estacdo Ecoldgica de Guaxindiba — RJ, localizada
na Fazenda Sao Pedro (Latitude 21 24’ S e Longitude 41 04" W) no municipio de Sao
Francisco de Itabapoana a partir de estudos prévios conduzidos por Bento (2013) e
pertencem a Colecdo Microbioldgica do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual -
LBCT, situado no Centro de Biociéncias e Biotecnologia - CBB, na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF, onde foram realizados todos os

experimentos.

Tabela 4: Caracteristicas gerais dos isolados e do solo de origem das amostras.

Cdbdigo do isolado  Coloracdo GRAM Origem da Tipo de Periodo da retirada
bacteriano amostra solo da amostra

8 D.B Gram-negativo S - Setembro de 2011

10D.B Gram-negativo S - Setembro de 2011

16 D.B Gram-negativo P2 Argissolo Setembro de 2011
amarelo

7B.B Gram-negativo P2 Argissolo Setembro de 2011
amarelo

22 A Gram-negativo P2 Argissolo Setembro de 2011
amarelo

37A Gram-negativo P3 Argissolo  Setembro de 2011
amarelo

Onde: S= Serrapilheira; P2= Solo com profundidade de 10-20 cm; P3= Solo com profundidade
de 20-40 cm. Fonte: Adaptado de BENTO (2013).

Para realizacdo dos ensaios, as estirpes bacterianas foram cultivadas em meio
liquido DYGS modificado, cuja composicdo em g.L™* é de 2,0 de glicose; 2,0 de acido

mdlico; 1,5 de peptona bacterioldgica; 2,0 de extrato de levedura; 0,5 de fosfato de
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potassio (K:HPO,); 0,5 de sulfato de magnésio (MgSO.); 1,5 de &cido glutamico,
dissolvidos em agua destilada e ajuste do pH 6,0, seguido de esterilizacdo em
autoclave a 121°C por 20min (BALDANI, 1996). As estirpes foram cultivadas por 48
horas em agitador orbital a 32°C e 180 rpm para obtencao do pré-inéculo.

Em seguida, para confirmar a pureza, cada isolado foi semeado em placa de
Petri contendo meio Nutrient Broth (NB) sélido, cuja composicdo em g.L! é de 1,5 de
extrato de levedura; 1,5 de extrato de carne; 5 de peptona; 5 de cloreto de sédio
(NaCl) e 15 de agar bacteriologico, dissolvidos em agua destilada e esterilizado em
autoclave a 121°C por 20min. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a
30°C por 48h. Apds confirmada a pureza, o inéculo foi cultivado para os ensaios

subsequentes.

4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A morfologia colonial tem sido utilizada ha décadas como um critério inicial
importante na identificacdo e caracterizacao bacteriologica (HASMAN et al., 2000).
Para a caracterizagdo da morfologia celular dos isolados, cada estirpe foi cultivada em
meio liquido DYGS. Apds o cultivo, 10 pyL da estirpe foi transferida para uma lamina,
coberta com laminula e observada em microscopia Optica de contraste de fase, Zeiss
Axioplan com céamera fotografica digital Morticam Pro 282 B acoplada e
fotodocumentada com uma lente objetiva de 40X em combinagdo com uma lente
ocular de 10X.

4.3 PREPARO DE SOLUCOES DOS METAIS

As solucbes-estoque contendo dicromato de potassio (K:Cr.07) e sulfato de
zinco (ZnSO,4) na concentracdo de 5 g.L! foram preparadas a partir da dissolugéo
destes compostos em agua destilada. Tais solu¢des foram esterilizadas por filtracédo
em membrana milipore de 0,22 pm, utilizando um filtro K18-230 KASVI, sendo
armazenadas em tubos Falcon de 50 mL a 4°C e usadas nos ensaios para avaliacdo
da resisténcia dos isolados bacterianos. As solugcBes foram adicionadas ao meio de
cultura NB liquido, previamente autoclavado, nas concentracdes 20, 40, 60, 80, 100,
120, 180, 240 e 480 mg.L* ou soélido nas concentracGes 20, 60, 120, 240 e 480 mg.L*

para ambos os metais.
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4.4, CURVA DE CRESCIMENTO PADRAO

Para realizar o0 ensaio da curva de crescimento padrdo em meio NB liquido,
uma aliquota de 20 uL (D.O: 0,782 (8 D.B); 0,776 (10 D.B); 0,288 (16 D.B); 0,853 (7
B.B); 0,698 (22 A); 0,777 (37 A)) da suspensdo bacteriana cultivada previamente em
meio liquido DYGS modificado por 48h foi transferida para tubos de ensaio de 5 mL
com meio NB liquido. O in6culo foi incubado em agitador orbital por 72h a 32°C e 180
rom. Nos intervalos 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e 72h, aliquotas de 200 pL foram
transferidas para a placa de 96 pogcos e o numero de células bacterianas foi
demonstrado por meio da DOsoonm realizada através da leitura em espectrofotdmetro
Versa Max Microplate Reader pelo programa SoftMAxPro. O controle negativo foi
realizado em meio NB liquido e todo o ensaio foi realizado em triplicata.

4.5 TESTE DE RESISTENCIA AOS METAIS

4.5.1 CINETICA DE CRESCIMENTO EM MEIO DE CULTURA SUPLEMENTADO
COM METAL

Para realizar o ensaio de cinética de crescimento em meio NB liquido, uma
aliquota de 20 pL (DO: 0,782 (8 D.B); 0,776 (10 D.B); 0,288 (16 D.B); 0,853 (7 B.B);
0,698 (22 A); 0,777 (37 A)) da suspensédo bacteriana cultivada previamente em meio
liquido DYGS modificado por 48h foi transferida para o meio NB suplementado com
dicromato de potéssio (K2Cr.0O7) e sulfato de zinco (ZnSO4), nas concentracdes de 20,
40, 60, 80, 100, 120, 180, 240 e 480 mg.L™. O in6culo foi incubado em agitador orbital
por 48h a 32°C e 180 rpm. A cada 12h, aliquotas de 200 uL foram transferidas para a
placa de 96 pocos e o numero de células bacterianas foi demonstrado por meio da
DOsoonm realizada através da leitura em espectrofotbmetro Versa Max Microplate
Reader pelo programa SoftMAxPro. O controle foi realizado em meio NB liquido e todo

0 ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A concentracao inibitéria minima (CIM) é a menor concentracdo capaz de
impedir o crescimento microbiano. Esta metodologia foi utilizada para avaliar a
resisténcia das cepas bacterianas na presencga de metais (WIEGAND et al., 2008).

Para esse ensaio, uma aliquota de 10 pyL da suspensdo foi transferida para placas de
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Petri com meio NB sélido suplementado com os metais toxicos (K2Cr.O7 e ZnSO.) nas
concentracdes de 20, 60, 120, 240 e 480 mg.L*. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica, onde ficaram a 30°C por 48h, e ap0s esse periodo as imagens das
colénias foram obtidas com auxilio de lupa e programa Remote capture DC. O controle
se constituiu no crescimento bacteriano sem a adicdo de metais téxicos. O ensaio foi

realizado em triplicata.

4.6 DETERMINACAO DE pH

A determinacdo do pH em meio de cultura liquido suplementado ou ndo com
metais toxicos foi também avaliada. Para o meio de cultura contendo somente os
metais toxicos, a determinagéo do pH foi obtida para todas as concentracdes (20, 40,
60, 80, 100, 120, 180, 240 e 480 mg.L?), a fim de verificar a mudanca estabelecida por
este no meio. Em seguida o pH foi também verificado na presenca das estirpes
bacterianas, sendo estas inoculadas no meio NB suplementado com metais téxicos e
incubadas em agitador orbital a 32°C e 180 rpm por 48h. Ambos 0s ensaios foram
realizados em triplicata e o valor de pH obtido com o auxilio do pHmetro Digimed DM-
22.

4.7 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

4.7.1 VIABILIDADE CELULAR POR MEIO DE KIT LIVE/DEAD

O kit LIVE/DEAD foi utilizado para a avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica e sua coloragdo consiste na combinacédo de dois marcadores: SYTO 9 (que
cora todas as células viaveis) e iodeto de propidio (0 qual penetra apenas em
bactérias com danos na membrana). Com a combina¢cdo dos marcadores, bactérias
com membranas intactas emitem fluorescéncia verde e bactérias que apresentam
danos na membrana, emitem fluorescéncia vermelha (SILVA, 2012).

Para realizacdo do teste de viabilidade das células bacterianas com o Kit,
inicialmente uma aliquota de 20 pyL da suspensao contendo a bactéria cultivada em
meio liquido DYGS modificado foi transferida para o meio NB liquido suplementado
com KzCr,0O7 e ZnSO4 nas concentragbes de 20, 60 e 120 mg.L?, permanecendo em
incubadora sob agitacdo orbital a 32°C e 180 rpm por 48h. Apés esse periodo, 2 mL
das amostras foram transferidas para microtubos e centrifugadas a 5000 rpm por
6min. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o sedimento lavado com 1 mL de
solucdo salina (NaCl) a 0,85%, sendo esse processo repetido duas vezes. Apés este

29



procedimento, o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de solucéo salina 0,85% e
adicionado 0,5 pL de cada reagente do kit LIVE/DEAD BacLight™ (SYTO 9 e iodeto de
propidio). A amostra foi homogeneizada e mantida em temperatura ambiente, ao
abrigo de luz, por 15min.

Apods este periodo, uma aliquota de 3 uL da solucao foi colocada sobre a
[amina de vidro, recoberta com uma laminula e a fluorescéncia observada em
microscopia de epifluorescéncia Zeiss Axioplan com lente objetiva de 40X e lente
ocular de 10X. O ensaio foi realizado em duplicata. Para cada corante, foram utilizados
filtros de excitacdo e emissdo em 480/500nm para SYTO 9 e 490/635nm para o iodeto

de propidio. O controle foi realizado em meio NB liquido.

4.7.2 VIABILIDADE CELULAR EM PLACA DE PETRI

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular em placa contendo meio NB
sélido, primeiramente foi realizado o cultivo dos isolados bacterianos em meio liquido
DYGS modificado e ap6s 48h no agitador orbital a 32°C e 180 rpm, uma aliquota de
20 uL da suspenséo bacteriana foi transferida para tubos de ensaio com 5 mL de meio
NB liguido suplementado com os metais nas concentracdes de 20, 40, 60, 80, 100,
120, 180, 240 e 480 mg.Lt. Apés 48h em incubadora orbital a 32°C por 180 rpm, as
amostras foram transferidas para placa de Petri com meio NB sélido com auxilio de
uma alca de aluminio e levadas a estufa, onde permaneceram por 48h a 30°C.
Posteriormente, as placas foram fotografadas com camera digital Canon EOS REBEL

T3. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8 FORMACAO E QUANTIFICACAO DE BIOFILME BACTERIANO

Para demonstrar a formagéo de biofilme, uma aliquota de 20 pL do pré-inoculo
foi transferido para meio liquido NB contendo 0,1 g de |1& de vidro (sigma Aldrich) e
incubado em agitador rotativo por 48h a 32°C e 180 rpm. Apds este periodo, a la de
vidro foi transferida para uma placa de Petri e corada com solu¢do de safranina 1%
por 30min, lavada em agua destilada e transferida para uma lamina de vidro. As
imagens do biofilme foram obtidas com o auxilio do microscépio 6ptico Zeiss Axioplan
com uma camera fotografica digital acoplada AxioCam e lente objetiva de 10X.

Apo6s confirmacao da presenca de biofilme bacteriano, foi realizada entdo a sua
quantificacdo. Para isso, os isolados foram cultivados conforme mencionado acima, e
apos 48h de cultivo, a 1a de vidro foi corada com cristal violeta 1%, apds 30min a

amostra foi lavada trés vezes em solucédo tampéao fosfato (PO.) 0,05 M. A extracdo
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total do corante presente na |a de vidro foi realizada com 4 mL de etanol 100% e apés
sua obtencdo, uma aliquota de 200 uL foi transferida para placa de 96 poc¢os. Todo
ensaio ocorreu em triplicata e um controle negativo contendo somente a la de vidro foi
obtido. A quantificacdo foi realizada através do comprimento de onda de 560nm em
espectrofotbmetro modelo Versa Max Microplate Reader utilizando o programa
SoftMaxPro.

4.8.1 AVALIACAO DA FORMAGAO E QUANTIFICACAO DE BIOFILME
BACTERIANO NA PRESENGCA DE METAIS TOXICOS

Foram realizados ensaios de formacgéo e quantificacdo de biofilme na presenca
e na auséncia de metais toxicos para a concentracdo de 120 mg.L?. As estirpes
selecionadas, 7 B.B e 16 D.B (as quais apresentaram melhor resposta para a
formacéo do biofilme) foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio
liquido NB e apés 12h em agitador orbital a 32°C e 180 rpm, foram acrescentados os
metais toxicos na concentracdo citada acima. Os tratamentos seguiram da seguinte
forma: 1) tubo com |a de vidro e com metal; 2) tubo com |a de vidro e sem metal; 3)
tubo sem 1& de vidro e com metal; 4) tubo sem & de vidro e sem metal. Apds 48h de
cultivo, foi realizada a primeira avaliacéo, onde 200 pL das amostras foram distribuidas
em placa de 96 pogos e a D.Ogoonm foi verificada em espectrofotometro modelo Versa
Max Microplate Reader utilizando o programa SoftMaxPro, para os tempos 0, 24 e
48h.

As andlises de formacdo e quantificacdo de biofilme bacteriano, foram
realizadas como descrito acima, no item 4.8. Apos as andlises citadas, foi realizada
ainda a contagem de UFC/mL, a fim de confirmar o nUmero de colbnias viaveis. Para
isso, foram realizadas diluicbes seriadas das amostras em solucdo salina 0,85%, a
qual foi retirada 1 mL da amostra e transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de
solucdo. As diluicGes foram seguidas em tubos de 10 a 10° e posterior foi realizada a
semeadura das amostras em placas de Petri contendo meio NB soélido para as
diluicGes 10°a 10°. As placas foram incubadas em estufa a 30°C por sete dias e apés
este periodo o nimero de UFC/mL foi quantificado. Todos os ensaios citados acima

foram realizados em triplicata.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi apresentada como média e desvio padréo e
analisados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05) a fim de determinar as
diferencas entre os tratamentos. Os testes foram realizados com o auxilio do programa
Graph Prism, verséo 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS CELULAS

De acordo com os aspectos da morfologia celular de cada isolado, 0s mesmos
apresentaram suas formas variadas entre bastfes curtos e longos quando cultivados
em meio cultura liquido NB (Figura 7). Neste contexto, estirpes como 7B.B, 8D.B,
10D.B, 22A e 37A apresentaram sua forma em bastéo curto (Figura 5, A; B; C; E e F),
enquanto 16D.B apresentou sua forma em bastdo longo e a presenca de agregados

celulares. (Figura 7, D)

Figura 6: Caracterizagcdo morfoloégica das células de isolados bacterianos. Os isolados
bacterianos foram cultivados em meio de cultura liquido NB, sendo 7B.B (A), 8D.B (B), 10D.B
(C), 16D.B (D), 22A (E) e 37A (F). A morfologia celular de cada estirpe variou entre as formas
de bastdo curto (seta pequena) e bastdo longo (seta larga). As imagens foram obtidas em

microscopia éptica e em aumento de 400X.

33



5.2 CURVA DE CRESCIMENTO PADRAO

A curva de crescimento permitiu observar que os isolados 8D.B, 10D.B, 7B.B,
22A e 37A (Figura 8), apresentaram fase de laténcia 4h apés a inoculacdo. Sendo a
fase exponencial 4h-12h ap6s o cultivo. Apos esse periodo, pequenas variagdes foram
observadas, caracterizando sua fase estacionaria. Em contrapartida, o isolado 16D.B,
demonstrou um crescimento lento quando comparado aos demais isolados,
demonstrando sua fase de laténcia até 12h apoOs a inoculacdo em meio NB. A fase
exponencial foi observada entre 12h e 24h, atingindo sua fase estacionaria até 60h.
Para todos os isolados foi demonstrado um crescimento apés 60h e até 72h, onde foi

observado um aumento nos valores de D.O.

0
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)
—e—3D.B 10D.B 16D.B 7BB —@—22A —e—37A

Figura 7: Cinética do crescimento dos isolados bacterianos. Todas as estirpes foram cultivadas
em meio de cultura NB liquido e a densidade Optica (D.O) foi obtida com o auxilio de um
espectrofotdmetro em comprimento de onda 600nm nos intervalos 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e
72h.
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5.3 DETERMINACAO DE pH

A curva de pH foi confirmada antes e apds a inoculacdo das estirpes
bacterianas em meio de cultura NB. O meio de cultura comercial NB apresenta seu pH
7.4, quando na presenca do metal esse pH pode sofrer alteracdes leves ou
discrepantes. Porém, quando, antes da inoculacdo bacteriana, foi possivel perceber
gue na presenca de dicromato de potassio e sulfato de zinco em diferentes
concentracdes foi demonstrado uma leve alteracédo para ambos os metais. No entanto,
guando comparados, o valor do pH foi 6,36 (K>Cr.07) e 6,60 (ZnSO,4) para o meio de
cultura antes da inoculacéo (Figura 8).

A B
7.5
7.0
-
o
6.5+
6.0 T T T T T T T T T T 6.0 I 1 1 I 1 Ll 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 180 240 480 0 20 40 60 80 100120 180 240480
mglL mg/L

Figura 8. Valor de pH demonstrado em meio NB liquido na presenca de metais toxicos. Para o
meio de cultura NB liquido, foi demonstrado a alteracdo dos valores de pH quando este se
encontra suplementado com as solugfes de K2Cr207 (A) ou ZnSO4 (B). Assim, através da
andlise dos gréficos é possivel observar uma leve acidificagdo do meio de cultura quando em

concentracdes elevadas (180, 240 e 480 mg.L™*) para ambos os metais toxicos (p<0,0001).

Apds demonstrar os valores de pH em meio NB suplementado com metais
toxicos, a estipes microbianas foram inoculadas e a variacdo de pH foi verificada na
presenca destes organismos apds 48h. Para as estirpes 16D.B e 7B.B apresentaram
pH 8.0 em meio NB liquido, porém na presenca de cromo 0 mesmo se manteve neutro
para todos as concentra¢des sendo, porém, levemente acidificado (pH 6.8 e 6.9) para
as maiores concentracdes 240 e 480 mg.L™! para 16D.B e somente 480 mg.L? para
7B.B. As estirpes 22A e 37A no controle ou na presenca de metal apresentaram seu
pH neutro para todas as concentragdes, porém para a estirpe 22A o pH apresentou
uma leve acidificacdo (pH 6.2) em 480 mg.L™* de cromo. A estirpe 8D.B apresentou o

pH 6.6 e 6.4 para o controle e 480 mg.L™, respectivamente e demonstrou pH neutro
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para as demais concentracdes (20-240 mg.L™'). Neste contexto, a estirpe 10D.B
apresentou seu pH neutro somente para em 20 mg.L™, sendo as demais
concentracdes e controle encontradas com pH levemente acidificado, ambos

resultados na presenca de cromo (Figura 9).

Em meio de cultura suplementado com zinco, com excec¢éo da estirpe 16D.B
(Figura 9A), todas as cepas acidificaram levemente o meio, sendo para a maior
concentracdo 480 mg.L™ o pH se manteve acidificado 5,91 (estirpe 22A) e 5,9 (37A e
10D.B) (Figura 10 B-D-F). Para a estirpe 16D.B 0 meio de cultura apresentou uma leve
acidificacdo para as concentracdes 280 e 480 mg.L™ (pH 6.7 e 6.3, respectivamente),
sendo para as demais concentracdes o pH permaneceu neutro. Para todas as demais
estirpes o pH apresentou leve acidificacdo sendo sua variacdo entre 6.7 e 6.8 (estirpe
7B.B e 8D.B) (Figura C-E). Porém, ainda para estirpe 8D.B para a concentracao de

120 mg.L™* o pH foi 7,1, apresentando-se neutro. (Figura 9)
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Figura 9. Valor de pH na presenca de bactérias cultivadas em meio de cultura suplementado
com metais pesados. Os valores de pH foram verificados na auséncia e presenca de bactérias.
Todas as bactérias foram cultivadas em meio NB, suplementados com ZnSO4 e K2Cr207 em
diferentes concentracdes e apos 48h o pH foi verificado sendo 16D.B (A), 22A (B), 7B.B (C),
37A (D), 8D.B (E) e 10D.B (F). O pH apresentou uma variacéo para todas as concentracoes, e
permaneceu levemente acidificado para ambos 0s metais, especialmente em suas
concentragdes mais elevadas.
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5.4 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR

Apbs obter a curva de crescimento celular dos isolados bacterianos (Figura 7),
foi realizado ensaio de resisténcia a Cr e Zn em meio de cultura NB liquido com
concentracdes crescentes de KoCr.O7 e ZnSO, para seis isolados bacterianos (Figura
11). Considerando inicialmente a cinética de crescimento sob influéncia de doses
crescentes de cromo. Para todos as concentracGes avaliadas (de 20 a 480 mg.L™ de
K2Cr,07), os isolados exibiram crescimento no intervalo de 48 h, com a tendéncia das
taxas de crescimento inversamente proporcionais a concentragéo do metal.

A curva de crescimento de cada isolado evidéncia diferentes estratégias para
adaptacdo a concentracbes crescentes de cromo. As taxas de crescimento para o
isolado 37A (Figura 10 A) na presenca de até 40 mg.L™ da fonte de cromo foram
similares ao controle. Observa-se um segundo padrdao de cinética entre 60 e 120
mg.L™, com taxas iniciais de crescimento mais baixas, um periodo de 12 a 24h de
baixo crescimento, seguido de taxas de crescimento maiores, 0 que sugere uma
reprogramacao celular para tolerancia ao cromo, seguido de retomada de crescimento.
Comportamento similar foi observado nas doses 180 e 240 mg.L™, como menor
acumulo de biomassa e baixissimas taxas de crescimento na dose mais elevada (480
mg.L™) no curso de periodo experimental.

O padrdo de crescimento do isolado 22A (Figura 10 B) na presenca de
concentracdes crescentes de cromo é similar ao isolado 37 A. As taxas iniciais de
crescimento (até 12 horas) foram inversamente proporcionais ao aumento das doses
de cromo. Este isolado apresentou cinética de crescimento similar ao controle até a
dose de 20 mg.L™). Os valores maximos de D.O foram atingidos com 24 horas de
crescimento para as doses entre 40 e 240 mg.L™ sugerindo tolerancia sem
crescimento celular. Na dose mais elevada, 22A cresceu muito pouco durante todo o
periodo experimental.

O isolado 16D.B (Figura 10 C) apresentou taxas de crescimento inicial e final
mais baixos entre os isolados testados. Similarmente, as taxas iniciais de crescimento
foram inversamente proporcionais as doses, acomodando um periodo de baixo
crescimento (12-36h) em relagdo ao controle e retomada do crescimento com taxas
crescentes em funcdo das menores concentracdes de cromo no meio. Com excecao
para dose de 180 mg.L™* com padrdo de crescimento similar ao controle, com menor
acumulo de biomassa.

O isolado 8D.B (Figura 10 D) apresentou cinética de crescimento similar ao
controle para as doses 20 a 60 mg.L™* exibindo taxas elevadas de crescimento até 36h

de incubacdo. Acima da dose de 80 mg.L™, as taxas de crescimento foram mais
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modestas com estabilizacdo do crescimento com 36h, indicando tolerancia de parte da
populagcdo sem crescimento. Na dose de 180 mg.L™, apds o periodo de estabilizacdo
do crescimento (12-24h), o isolado exibiu taxas de crescimento populacional
comparaveis ao controle.

O isolado 10D.B (Figura 10 E) apresentou taxas de crescimento iniciais
bastante elevadas para todas as concentracdes de cromo, exceto a dose mais elevado
(480 mg.L™). No periodo de 12-36 horas, as taxas de crescimento foram mais baixas
na presenca do cromo em relacao ao controle. As taxas decrescimento finais (36-48 h)
foram similares ao controle e superiores a 480 mg.L™.

O isolado 7B.B (Figura 10 F) apresentou taxas de crescimento iniciais bastante
elevadas para todas as concentragdes de cromo, exceto para as doses mais elevadas
(240 e 480 mg.L™). No periodo de 12-36 horas, as taxas de crescimento
permaneceram elevadas, sendo na concentragdo de 20 mg.L! apresentou a fase
estacionaria no periodo de 24-36h, voltando a aumentar sua taxa de crescimento apos
este periodo na presenca do cromo em relacdo ao controle. Quando na presenca da
concentracdo de 240 mg.L™, a estirpe apresentou uma taxa estacionaria longa (12-
36h), voltando ao seu crescimento exponencial apds este periodo e até 48h,
caracterizando uma possivel fase de adaptacdo. As taxas decrescimento finais (36-48

h) foram similares ao controle e superiores a 480 mg.L™.
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Figura 10. Curva de crescimento exponencial bacteriano na presenca de cromo. A taxa de
crescimento exponencial foi demonstrada para as estirpes 37A (A), 22A (B), 16D.B (C), 8D.B
(D), 10D.B (E) e 7B.B (F) durante seu cultivo em meio de cultura NB liquido suplementado com
solugdo de K2Cr207 em concentracdes crescentes (20, 40, 60, 80, 100, 120, 180, 240 e 480
mg.L1). Os valores para a taxa de crescimento foram obtidos com o auxilio de um

espectrofotdmetro em comprimento de onda 600nm.
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A curva de crescimento de cada isolado evidencia estratégias mais similares
para adaptacdo a concentracdes crescentes de zinco. O isolados 37A (Figura 11 A)
apresentou taxas iniciais de crescimento similares ao tratamento controle para as
concentracdes de zinco entre 20 e 240 mg.L™t. Ao final do ensaio (48h), nas
concentracdes mais baixas de Zn (até 80 mg.L™), houve um incremento na densidade
Optica, sugerindo incremento no tamanho da populacao bacteriana. A concentracao de
480 mg.L™! inibiu completamente o crescimento no periodo inicial (12h), mantendo
niveis populacionais menores que o controle nas concentragdes de 240 e 480 mg.L™.

A cinética de crescimento do isolado 22A (Figura 11 B) na presenca de
concentragdes crescentes de Zn é similar ao isolado 37A exibindo taxas de
crescimento inicial elevada (20 a 240 mg.L™) nas primeiras 12 horas e taxas de
crescimento menores até o final do ensaio (48 h) e similares ao controle para as doses
20 a 180 mg.L™. Na concentragdo mais elevada.

O isolado 16D.B (Figura 11 C) apresentou taxas de crescimento inicial e final
mais baixos entre os isolados testados. As taxas iniciais de crescimento foram
inversamente proporcionais ao incremento da dose de zinco. Valores maximos de D.O
foram obtidos para todas as doses ao tempo de 24 horas para todos os tratamentos,
seguido de queda significativa dos valores de D.O para todos os tratamentos, com
excecao do controle.

O isolado 8D.B (Figura 11D) apresentou taxas iniciais de crescimento (12h)
superiores nas concentracdes de 180 e 240 mg.L™ em relagdo ao controle e 20 a 180
mg.L™. Nos periodos intermediarios, as taxas de crescimento entre estes tratamentos
foram similares resultando em D.O elevadas para o primeiro grupo de tratamentos em
relacdo ao segundo grupo a partir da dose mais elevada de zinco (480 mg.L™), ndo
houve crescimento nas primeiras 12 horas, este foi seguido de taxas de crescimento
constantes entre 12 e 36h, indicando capacidade de crescimento populacional nesta
condicéo.

O isolado 10D.B (Figura 11 E) na presenca de concentracdes crescentes de
zinco, apresentou taxas de crescimento similares a controle durante o todo periodo
experimental, indicando sua resisténcia ao metal.

As taxas de crescimento inicial (até 12h) do isolado 7B.B (Figura 11 F) na
presenca de Zn foram similares ao controle para todas as concentracdes, exceto para
480 mg.L™. A cinética populacional no periodo de 12 a 36 horas foi marcado por taxas
de crescimento menores e similares ao controle. Ao final do ensaio, 0s niveis
populacionais nas doses 240 mg.L™! e principalmente 480 mg.L™* foram inferiores aos

demais tratamento.
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Figura 11. Curva de crescimento exponencial bacteriano na presenca de zinco. A taxa de

crescimento exponencial foi demonstrada para as estirpes 37A (A), 22A (B), 16D.B (C), 8D.B

(D), 10D.B (E) e 7B.B (F) durante seu cultivo em meio de cultura NB liquido suplementado com
solugdo de ZnSO4 em concentragfes crescentes (20, 40, 60, 80, 100, 120, 180, 240 e 480

mg.L1). Os valores para a taxa de crescimento foram obtidos com o auxilio de um

espectrofotdbmetro em comprimento de onda 600nm.
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5.5 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

Durante o ensaio de CIM com K,Cr.O7 e ZnSO. (Figuras 12 e 13) foi possivel
observar que as seis estirpes avaliadas, apresentaram crescimento nas concentracdes
avaliadas, porém em concentracdes elevadas (480 mg.L™) foi visualizada uma
alteracdo na morfologia colonial das estirpes para ambos 0s metais. Em meio de
cultura NB suplementado com K:Cr.O; as estirpes 8D.B e 16D.B demonstraram
alteracdo radial para as concentracGes de 240 e 480 mg.L™'. Enquanto, as estirpes
10D.B, 22A e 37A apresentaram uma alteracdo radial em 480 mg.L™l. Em
contrapartida, a estirpe 7B.B apresentou alteracdo do crescimento radial em 20 e 480

mg.L™ (Figura 12).

ISOLADOS BACTERIANOS

1)

~

CONCENTRAGAO DE CROMO (mg.L

Figura 12: CIM de Cr para os isolados bacterianos. A morfologia das coldnias bacterianas
8D.B (A), 10D.B (B), 16D.B (C), 7B.B (D), 22A (E) e 37A (F) foram feitas na concentracdo
controle e com niveis crescentes de K2Cr.O7 e observadas com auxilio de lupa Stemi SV11

Zeiss.
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Na presenca de meio de cultura suplementado com ZnSO4, foi visualizada a
mudanca na morfologia radial das estirpes, a partir das concentra¢cdes mais elevadas.
Para as estirpes 8D.B e 16D.B (Figura 12 A-B) foram visualizadas mudangas na forma
nas concentracdes de 120, 240 e 480 mg.L™. No entanto, para as estipes 10D.B,
7B.B, 22A e 37A (Figura 12 B-D-E-F), as alteragdes morfolégicas foram visualizadas
nas concentracdes de 240 e 480 mg.L™t. Em geral, as principais alteracdes foram a
reducdo do tamanho da colbnia, a mudanca de coloracdo (variando entre amarela,
creme e branca) e da borda da colénia (que variou entre inteira, ondulada e lobada).
Além destas mudancgas, a presencga de micro-colonias foi visualizada para as estirpes

8D.B e 16D.B em 480 mg.L™, bem como para 22A na concentragdo de 240 mg.L™.

ISOLADOS BACTERIANOS

)

CONCENTRA(}AO DE ZINCO (mg.L

Figura

13: CIM de Zn para os isolados bacterianos. A morfologia das coldnias bacterianas 8D.B (A),
10D.B (B), 16D.B (C), 7B.B (D), 22A (E) e 37A (F) foram feitas na concentracéo controle e com

niveis crescentes de ZnSO4 e observadas com auxilio de lupa Stemi SV11 Zeiss.
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5.6 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

5.6.1 VIABILIDADE CELULAR POR LIVE/DEAD®

O ensaio de viabilidade permitiu demonstrar a sobrevivéncia de células
bacterianas na presenca de metais toxicos cromo e zinco. Assim, para ambos as
estirpes 16D.B (Figura 14 A-D) e 7B.B (Figura 14 E-H), quando comparado ao
controle, foi possivel demonstrar que nas concentracdes maiores 60 e 120 mg.L™,

16D.B apresentou uma diminuicdo de sua viabilidade celular, em contrapartida o

mesmo foi visualizado somente na concentracéo de 120 mg.L™* para a estirpe 7B.B.

..

Figura 14. Viabilidade celular dos isolados bacterianos em presenca de cromo. As estirpes
16D.B (A-D) e 7B.B (E-H) foram avaliadas quanto a sua viabilidade de membrana, através do
ensaio em kit Live/Dead, para as concentracdes 20, 60 e 120 mg.L™, bem como o controle
negativo contendo somente meio de cultura NB liquido. Apds 48h de incubacao foi
demonstrado que em concentracdes elevadas (120 mg.L™') o nimero de células presente na
cultura apresentou um diminuicdo bem como sua viabilidade foi alterada. O ensaio foi realizado
com o auxilio de um microscépio de epifluorescéncia, no qual imagens em verde demonstram a

célula viavel e imagens em vermelho demonstram células ndo viaveis.

Para ambos as estirpes 16D.B (Figura 14 A-D) e 7B.B (Figura 14 E-H), quando
comparado ao controle e na presenca de zinco, foi possivel demonstrar que somente a
concentracédo de 120 mg.L™* foi capaz de alterar a viabilidade das estirpes, sendo esta

resposta diferente do comportamento de 16D.B na presenca de cromo.
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Figura 15. Viabilidade celular dos isolados bacterianos em presenca de zinco. As estirpes
16D.B (A-D e 7B.B (E-H) foram avaliadas quanto a sua viabilidade de membrana, através do
ensaio em kit Live/Dead, para as concentracdes 20, 60 e 120 mg.L™1, bem como o controle
negativo contendo somente meio de cultura NB liquido. Apds 48h de incubacdo foi
demonstrado que em concentracdes elevadas (120 mg.L™) o nimero de células presente na
cultura apresentou uma diminuicdo bem como sua viabilidade foi alterada. O ensaio foi
realizado com o auxilio de um microscépio de epifluorescéncia, no qual imagens em verde
demonstram a célula com membrana viavel e imagens em vermelho demonstram células com

membrana nao viavel.

5.6.2 VIABILIDADE CELULAR EM PLACA DE PETRI

O ensaio de viabilidade em placa foi realizado, para confirmar a capacidade de
sobrevivéncia das células microbianas apds exposicdo em meio de cultura liquido
suplementado com o0s metais toxicos cromo e zinco (Figura 14 e 15). Assim quando na
presenca de cromo, as estirpes 8D.B, 10D.B e 37A (Figura 14 A-B-F) néo
apresentaram alteracdo em sua viabilidade, demonstrando seu crescimento normal
ap6s semeadura em placa contendo meio NB so6lido. No entanto, as estirpes 16D.B,
7B.B e 22A (Figura 14 C-D- E) apresentaram seu desenvolvimento alterado para as
maiores concentracdes (240 e 480 mg.L™) quando semeadas em meio de cultura NB

solido.
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Figura 16. Viabilidade celular em placa na presenca de cromo. As estirpes 8D.B (A), 10D.B (B),
16D.B (C), 7B.B (D), 22A (E) e 37A (F), foram semeadas em placa de meio de cultura sélido
NB para confirmagdo de sua viabilidade colonial apos exposicdo a meio de cultura
suplementado com diferentes concentragbes de K2Cr207. A semeadura ocorreu apés 48h de

cultivo das estirpes em presenca do metal téxico.

Quando comparado ao metal cromo, na presenca de zinco, com excecado da
estirpe 16D.B (Figura 16 C), todas as estirpes 8D.B, 10D.B, 7B.B, 22A e 37A (Figura
16 A-B-D-E-F) ndo apresentaram alteracdo em sua viabilidade, demonstrando seu
crescimento normal apés semeadura em placa contendo meio NB sdlido. Para a
estirpe 16 D.B, seu desenvolvimento foi alterado quando na presenca da concentragcado
de 480 mg.L™, ap6s semeada em meio de cultura NB sélido.
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Figura 17. Viabilidade celular em placa na presenca de zinco. As estirpes 8D.B (A), 10D.B (B),
16D.B (C), 7B.B (D), 22A (E) e 37A (F), foram semeadas em placa de meio de cultura sélido
NB para confirmagdo de sua viabilidade colonial apds exposicdo a meio de cultura
suplementado com diferentes concentragbes de ZnSO4. A semeadura ocorreu apés 48h de

cultivo das estirpes em presenca do metal toxico.

5.7. FORMACAO E QUANTIFICACAO DE BIOFILME BACTERIANO

Para a formacdo de biofilme, entre as seis estirpes avaliadas, quatro
demonstraram a presenca de biofilme bacteriano. No entanto, as estirpes 16D.B (D.O
2,0) e 7B.B (D.O 0,778) destacaram-se com maior quantificacdo biofilme avaliado,
seguidos das estirpes 22A (D.O 0,532) e 10D.B (D.O 0,462). Quando comparada a
estirpe 16 D.B apresentou diferenca significativa para a formacdo de biofilme
bacteriano (p<0,05) quando cultivada em meio NB liquido com la de vidro. (Figura 18).
Assim, a presenca de biofilme para as estirpes avaliadas, torna provavel a presenca

de uma estirpe com caracteristicas para resisténcia aos metais toxicos.
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Figura 18. Formacdo e quantificagcdo de biofilme. A formacg&o de biofilme foi avaliada para
todas as estirpes: 8D.B (A), 10D.B (B), 16D.B (C), 7B.B (D), 22A (E) e 37A (F), bem como a
quantificacdo de biofilme (G). Para ambos os ensaios, todas as estirpes foram cultivadas em
meio NB, complementado com |a de vidro por 48h e corada com safranina e cristal violeta,
respectivamente. Para a quantificacdo de biofilme, foi obtido o valor da absorbancia com o
auxilio de um espectrofotdmetro com comprimento de onda em 560nm. As imagens foram
obtidas com o auxilio de um microscdpio 6ptico e lente objetiva de 10X. O ensaio foi feito em
triplicata e o controle negativo foi obtido nas mesmas condi¢des. Dentre as estirpes avaliadas,

a 16D.B foi que apresentou maior formacéo de biofilme (p<0,05).

A producédo de biofilme bacteriano foi visualizada na presenca e auséncia de
metal para as estirpes 7B.B (Figura 18 A) e 16D.B (Figura 18 B). Porém, foi
demonstrado que na presenca dos metais toxicos, ambas as estirpes bacterianas
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aumentaram a produc¢do de biofilme de acordo com o grafico apresentado (Figura 18
E-F). Neste contexto destaca-se ainda que a producédo de biofilme foi diferenciada
para cada estirpe avaliada, quando na presencga de zinco a estirpe 7B.B (D.O. 2,6)
demonstrou maior producéo de biofilme, sendo contraria a estirpe 16D.B (D.O 2,5) que
apresentou sua producgéo de biofilme aumentada quando cultivada em meio NB liquido

suplementado com cromo.

sM Cr Zn SMm Cr Zn
120mg/L 120mg/L

Figura 19. Visualizacédo e quantificacdo de biofilme na auséncia e presenca de metal téxico. A
formacao de biofilme foi avaliada para todas as estirpes 16D.B e 7B.B sem metal (A e B), na
presenca de cromo (C e D) e na presenca de zinco (E e F) bem como a quantificacdo de
biofilme 16D.B (G) e 7B.B (H). A visualiza¢éo de biofilme foi obtida com o auxilio de Safranina
e microscopia de luz. Para a quantificacdo de biofilme, foi obtido o valor da absorbancia em
espectrofotbmetro com comprimento de onda em 560nm. As imagens foram obtidas com o
auxilio de um microscépio Gptico e lente objetiva de 10X. O ensaio foi realizado em triplicata e

o controle negativo foi obtido nas mesmas condicdes.
50



6. DISCUSSAO

Com o aumento populacional, crescimento da industria e do uso de agrotoxico,
sabe-se que cada vez mais poluentes sdo lancados no solo, contaminando nado
somente este, mas também os lencois freaticos. Os dejetos langcados no ambiente se
tornaram responsaveis pelo aumento do niumero de metais presentes no solo, que
quando em concentracfes mais elevadas se tornam toxicos e afetam a sobrevivéncia
de diferentes organismos. Nesse contexto, o estudo de bactérias resistentes a metais
téxicos tem sido largamente pesquisado por diferentes pesquisadores, a fim de buscar
uma solucao para a problemética desta contamina¢cdo ambiental por metais toxicos.

Estudos de caracterizacdo morfologica ainda sdo necessarios, para identificar
alteragcbes celulares em micro-organismos expostos a situagbes de estresse, 0 que
torna importante o conhecimento da morfologia de micro-organismos isolados em
meios de cultura. Assim, as estirpes bacterianas aqui avaliadas apresentaram formas
gue variam entre bastdes curtos a longos, juntamente usados para avaliar pureza dos
mesmos acompanhado do crescimento em placa de meio de cultura NB sélido. Da
Silva et al., (2005) demonstraram a presenca de enterobactérias e bacilos gram-
negativos, avaliando também sua morfologia em estudos para resisténcia de
microrganismos a diferentes antibiéticos. Neste contexto, Singh et al., (2020) através
da microscopia eletrbnica apresentaram mudangas morfoldgicas como quebra da
parede, extravasamento de conteldo celular, perda de turgidez e contorno da célula
para Bacillus subtilis apds tratamento com nano-emulséo lipidica. Através do estudo
da morfologia é ainda possivel apresentar a diversidade microbiana presente em uma
comunidade isolada de diferentes nichos (Fonseca et al., 2000). Com o auxilio da
microscopia eletronica de varredura, Matilda et al. (2020) demonstrou que na presenca
de cromo, a morfologia de isolados bacterianos com forma de bastonetes,
apresentaram sua morfologia alterada com células longas e alongadas na forma de
correntes. Assim, o estudo sobre a morfologia de diferentes organismos, é necessario
a fim de identificar processos ocorridos em ambientes favoraveis ou ndo a
sobrevivéncia do mesmo.

Fatores abidticos sdo conhecidos por desencadear respostas de estresses em
micro-organismos, sendo a variacdo de pH conhecido por influenciar no crescimento e
morfologia e ainda na funcéo de algumas enzimas. O presente estudo demonstrou que
em concentracdes elevadas dos metais téxicos cromo e zinco, o pH do meio se
encontra levemente acidificado, sendo este fator permanente na presenca dos

isolados avaliados. Natarajan e Ting (2015) demonstraram que a modificacdo do pH
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pode influenciar de forma positiva para solubilizacéo e recuperacdo de metal presente
no ambiente. Foi demonstrado que baixos valores de pH correspondem a maior
concentracdo de ions H* livres em solucdo o que acarreta aumento da competicdo
entre estes ions e 0s de metais de transicdo para serem adsorvidos (JIMENEZ et al.,
2004). As condicdes 6timas de pH permitem que as enzimas figuem em suas formas
quimicas adequadas o0 que permite sua Otima atividade (BASTOS, 2016) e
funcionamento do metabolismo celular. Em diferentes estudos foi possivel confirmar
que valores de pH<4 podem influenciar na adsorcdo de metais, sendo essa eficacia
aumentada quando o pH se encontra entre valores de 5 e 7 (Chen et al., 2010; Joseph
et al., 2019). Assim, os fatores externos podem apresentar grande influéncia sobre a
biodisponibilidade e afetando a biorremediacdo de forma positiva ou negativa para os
micro-organismos na presenca de metais toxicos.

Assim como o pH, a influéncia da presenca de metal em meio de cultura
também foi avaliada para as diferentes concentragcbes dos metais cromo e zinco.
Neste contexto, foi demonstrado que mesmo em concentracdes elevadas (240 e 480
mg.L™) as estirpes mantiveram seu crescimento, porém apresentaram um decréscimo
quando comparado ao controle, bem como visualizado no ensaio de viabilidade celular
e membrana. Shakoori et al., (2000) apos isolamento de uma cepa de bactéria gram
positiva CMB-Crl (ATCC700729), comprovaram sua resisténcia em meio de cultura
LB suplementado com dicromato de potassio em 80 mg.L™, demonstrando ainda sua
viabilidade da colénia e CIM para esta concentracdo. Neste contexto, Pandi et al.,
(2009), demonstraram que a bactéria Spirulina fusiformis foi capaz de acumular cromo
em concentracédo de 300 mg.L™, sendo capaz de remover um total de 93 — 99% deste
composto toxico do licor de cromo.

Shreya et al.,, (2020) demonstraram a resisténcia de Stenotrophomonas
maltophilia, B. thuringiensis, B. cereus e Bacillus subtilis em solos contaminados com
cromo e sua capacidade de biorremediar, auxiliando ainda no crescimento de Cicer
arietinum. A resisténcia para cadmio também foi demonstrada para a bactéria
Pseudomonas aeruginosa em concentracdes elevadas de 1000 ppm (Chakraborty e
Das, 2014). Becerra-Castro et al., (2015) determinaram a resisténcia de Escherichia
coli na presenca de meios de cultura suplementados com cobre e zinco, porém foi
confirmado que na presenca de 1mM de zinco esta cultura teve seu crescimento
inibido. Em ensaios de desenvolvimento para Candida albicans em presenca de citrato
de ferro, Duval et al. (2019), demonstrou que o aumento exponencial deste organismo
foi visualizado para presenca e auséncia deste metal, bem como sua capacidade de

desenvolver crescimento colonial em toda fase experimental através do ensaio de
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CIM. Desta forma, ensaios em meios de cultura, acompanhados de ensaios de CIM e
viabilidade de coldénia e membrana do microrganismo, nos permite resposta para a
possibilidade destes apresentarem capacidade de remediar compostos téxicos do
ambiente.

O biofilme é caracterizado pela formacdo de uma matriz exopolissacaridica
formada por bactérias, a fim de promover maior resisténcia a estes microrganismos na
presenca de estresses abibticos. A presenca de biofilme foi caracterizada para todas
as estirpes avaliadas, sendo 16D.B, 7B.B, 22A e 10D.B as que apresentaram maior
potencial formador evidenciado, respectivamente. De acordo com Rabin et al. (2015)
os biofilmes sdo um conjunto de micro-organismos, que quando aderidos a uma
superficie formam uma matriz capaz de aumentar a resisténcia destes organismos a
condi¢cBes abidticas. A investigacdo para a formacado de biofilme vem demonstrando
que o fendmeno esta relacionado com um mecanismo de comunica¢do “quorum
sensing”, onde uma vez formado e ativado o biofilme, este sistema torna-se
estabelecido (Solano et al.,, 2014). Em conjunto ao “quorum sensing”, estudos
demonstram que outras moléculas estdo envolvidas a formacdo de biofilme
bacteriano, como o diguanilato ciclico (c-di-GMP), um sistema de dois componentes
(TCS) e ainda pequenos RNA (sRNA) como apresentado na revisdo de Yi et al.
(2019). Sendo assim, a arquitetura do biofilme se torna importante para manutencéo e
estabelecimento de um conjunto de células bacterianas sobre uma superficie presente
em ambientes hostis.

Neste contexto, o cultivo das estirpes 16D.B e 7B.B em meio de cultura
suplementado com metais cromo e zinco, demonstraram o0 aumento na sintese de
biofilme bacteriano, o que auxiliou em sua sobrevivéncia na presenga destes metais.
Diferentes pesquisas demonstraram a capacidade de biofilmes microbianos
sequestrar, imobilizar e mineralizar metais (Harrison et al., 2007), bem como sua
capacidade de promover resisténcia a multiplos metais de acordo com a diversidade
microbiana (Koechler et al., 2015). Nocelli et al. (2016), demonstrou que quando na
presenca de metais como mercurio (Hg) e Arsénio (As), cepas mutantes para a
producdo deficiente do EPS foram mais sensiveis e tiveram sua sobrevivéncia
diminuida quando comparadas a cepas selvagens de Sinorhizobium meliloti.
Domingues et al., (2020) avaliaram a presenca de bactérias, capazes de produzir EPS
e sua capacidade de resisténcia a metais chumbo, arsénio, cadmio, cobre e zinco na
presenca do qual a densidade bacteriana foi aumentada em minas de cobre na

Amazébnia. Sendo assim, o biofilme microbiano além de apresentar a funcdo de
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proteger bactérias na presenca de estresses abioticos, também possui a capacidade

de imobilizar ions metalicos e auxiliar na biorremediacdo de compostos.
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7. CONCLUSAO

As analises obtidas demonstraram que as estirpes avaliadas foram capazes de
apresentar caracteristicas de resisténcia, visto seu crescimento em meio de cultura
liquido suplementados com solucdes de dicromato de potassio e sulfato de zinco em
diferentes concentracdes, especialmente em concentracdes elevadas. Com excecdo
da estirpe 16D.B, as bactérias avaliadas apresentaram formas adaptativas aos metais
téxicos, demonstrando alteracdes na sua curva de crescimento, alternando entre
periodo de desenvolvimento exponencial e laténcia. Ainda sobre os mecanismos de
adaptacdo, através do ensaio de viabilidade em placa foi possivel demonstrar que os
metais apresentaram uma variagdo entre as caracteristicas bacteriostatico e
bactericida sobre as estirpes avaliadas.

O ensaio de CIM demonstrou que as concentragcbes avaliadas ndo foram
capazes de interferir no desenvolvimento de colbénias nas diferentes concentracdes
avaliadas para ambos os metais. De acordo com ensaios fenotipicos, foi possivel
demonstrar que em condi¢cdes de estresse as estirpes 16D.B e 7B.B foi capaz de
aumentar sua producdo de biofilme, apresentando a caracteristica de resisténcia a
diferentes condicdes ambientais. No entanto, em altas concentracfes as mesmas
estirpes demonstraram uma diminuicdo na sua viabilidade de membrana em altas
concentracdes para os metais avaliados.

Assim, através dos ensaios apresentados, podemos concluir que as estirpes
avaliadas foram capazes de demonstrar seu desenvolvimento e producgdo de biofilme
na presenca de ambientes hostis. Sendo assim, caracterizam seu potencial de
resisténcia a metais toxicos e sua possibilidade para uso biorremediador, necessitando

para este Ultimo maiores estudos.
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