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RESUMO

Bactérias do género Cupriavidus sdao capazes de fixar nitrogénio atmosférico e
tolerar altas concentragcbes de metais pesados. Neste trabalho, as estirpes de
Cupriavidus necator UFLA 01-659, UFLA 01-663 e UFLA 02-71 foram
testadas quanto a sua capacidade de tolerar e remover cadmio (Cd), cobre (Cu) e
zinco (Zn) em meio liquido. Estudos com microscopia eletrénica de varredura e
transmissao foram realizados com o intuito de visualizar alteracfes de padréo de
crescimento, producdo de exopolissacarideos e alocacdo de metais na biomassa
das células. Foram realizados experimentos de cinética e isoterma de biossor¢édo
dos metais citados acima com células vivas e mortas da estirpe UFLA 01-659,
assim como o ajuste dos dados aos modelos de Langmuir e Freundlich. O estudo
da alocacdo dos metais na biomassa de células vivas em experimento de
biossorcao foi realizado por microscopia eletronica de transmissdo. Das estirpes
testadas a estirpe de Cupriavidus necator UFLA 01-659 apresentou maiores
valores de concentragdo minima inibitoria (de 5 mM de Cd, 4,95 mM de Cu e
14,66 mM de Zn) e remogéo de metais (9,0, 4,6 € 3,2 mg L™ de Cd, Cu e Zn,
respectivamente). A presenca dos metais induziu a formacdo de biofilme e a
diminuicdo do tamanho de células que se organizaram de forma agregada, com
variacdo desse comportamento entre estirpes e metais. Em comparacdo a
literatura, os indices alcan¢ados com Cd foram os mais expressivos. A alocagéo
dos metais removidos em meio de cultura se deu na membrana e na parede das
células (todos os metais), e no interior da célula (Cu e Zn). As biossor¢des dos
metais sofreram pouquissima correlagcdo com o tempo de incubagdo. O aumento
da concentracdo de todos 0s metais induziu a um aumento em sua biossorc¢éo,
com ajuste dos dados ao modelo de Freundlich (P<0,001). A biomassa de C.
necator UFLA 01-659 realizou remoc¢do de aproximadamente 52% de Cd em
solucdo e menores valores para zinco e cobre (36 e 20%) nos experimentos de
biossorcdo. Apenas a biossorcdo de cobre apresentou diferenca entre células
vivas e mortas, provavelmente em razdo da alocagdo desse metal entre a parede
e a membrana citoplasmatica. Cobre e zinco também foram alocados no interior
da célula, diferente de cAdmio. Em razdo da estirpe C. necator UFLA 01-659
apresentar alta capacidade de remogdo dos metais Cd, Cu e Zn por meio da
incorporacdo em sua biomassa e pela adsor¢do na parede e membrana
plasmatica em meio de cultura liquido e em experimentos de biossorcédo, esta
estirpe pode ser considerada promissora na biorremediacdo de metais pesados ex
situ.

Palavras-chave: UFLA 01-659. Cé&dmio. Cobre. Zinco. Biorremediagao.
Microscopia eletronica.



ABSTRACT

Bacteria of the Cupriavidus genus are capable of fixating atmospheric nitrogen
and tolerate high concentrations of heavy metals. In this work, the strains of
Cupriavidus necator UFLA 01-659, UFLA 01-663 and UFLA 02-71 were tested
regarding their capacity for tolerating and removing cadmium (Cd), copper (Cu)
and zinc (Zn) in liquid medium. Studies with scan and transmission electron
microscopy were conducted in order to visualize growth standards,
exopolysaccharide production and allocation of metals in the cellular biomass.
Kinetic and biosorption isotherm experiments were conducted with live and
dead cells from strain UFLA 01-659 regarding the aforementioned metals. The
data were adjusted to the Langmuir and Freudlich models. The metal allocation
study with live biomass cells, in biosorption experiment, was conducted by
transmission electron microscopy. Of the tested strains, UFLA 01-659 presented
the highest values of minimum inhibiting concentration (of 5 mM of Cd, 4.95
mM of Cu and 14.66 mM of Zn) and metal removal (9.0, 4.6 and 3.2 mg L™ of
Cd, Cu and Zn, respectively). The presence of metals induced the formation of
biofilms and the decrease in cell size, which were organized in an aggregated
manner, with variation of this behavior between strains and metals. In
comparison to literature, the indexes reaches with Cd were the most expressive.
The allocation of the metals removed in culture medium occurred in the
membrane and cell walls (all metals), and in the interior of the cell (Cu and Zn).
Metal biosorption had very few correlations with the time of incubation. The
increase in the concentration of all metals induced an increase in its biosorption,
with the data adjusted to the Freudlich model (P<0.001). The biomass of C.
necator UFLA 01-659 removed approximately 52% of Cd in solution, and lower
values for zinc and copper (36 and 20%) on the biosorption experiments. Only
copper biosorption presented difference between live and dead cells, probably
due to the allocation of this material between the wall and cytoplasmic
membrane. Copper and zinc were also allocated in the interior of the cell,
differently from cadmium. Due to the C. necator strain UFLA 01-659 presenting
high capacity for the removal of the metals Cd, Cu and Zn by means of
incorporation to its biomass and by absorption to the wall and plasmatic
membrane in liquid culture medium. In biosorption experiments, this strain can
be considered promising in the ex situ bioremediation of heavy metals.

Keywords: UFLA 01-659. Cadmium. Copper. Zinc. Bioremediation. Electron
microscopy.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Os metais pesados, quando em excesso, sdo poluentes encontrados em
diversos ambientes naturais (solos, corpos d"agua) e residuos de sistemas de
producdo, e diversas técnicas que realizam a remocdo e imobilizacdo desses
metais pesados sdo utilizadas na recuperacdo de ambientes contaminados.

Certas plantas e bactérias sdo empregadas no tratamento de solos e
rejeitos de mineracdo contaminados por metais pesados (CHEN et al., 2014; LI;
RAMAKRISHNA, 2011; SAADANI et al., 2016). A inoculacdo de bactérias em
espécies vegetais, muitas vezes acarreta a uma maior eficiéncia na remocdo de
metais pesados por fitoextracdo, podendo reduzir o efeito toxico dos metais na
planta e desempenhar atividade de promocdo de crescimento vegetal
(DELL’AMICO; CAVALCA; ANDREONI, 2008; GOU; CHI, 2014;
ONTANON et al., 2014).

Na simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas (BFNN), além das vantagens citadas acima, ocorre a entrada de
nitrogénio no sistema solo-planta (MAHIEU et al., 2011), o que pode levar a
uma recuperacdo mais rapida de areas contaminadas. Bactérias BFNN do género
Cupriavidus sdo relatadas na literatura como resistentes a metais pesados e
capazes de induzir a uma maior fitoextracdo de metais pesados por leguminosas
(CHEN et al., 2008; KLONOWSKA et al., 2012; MONCHY et al., 2007).

As estirpes de BFNN da espécie Cupriavidus necator utilizadas neste
trabalho foram obtidas em trabalhos prévios, a partir de nédulos das espécies
vegetais Phaseolus vulgaris e Leucaena leucocephala inoculada com amostras
de solo (ndo contaminado) coletadas proximas a Sesbania virgata
(FLORENTINO et al., 2009; FLORENTINO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Parte desses isolados apresentou consideravel tolerancia aos metais pesados
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cadmio, cobre, chumbo e zinco em meio de cultura Luria-Bertani solido, e alta
eficiéncia na fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) nos trabalhos de Ferreira et
al. (2012).

Dentre as simbioses bactéria/leguminosas testadas por Ferreira et al.
(2012), as simbioses entre a estirpe Cupriavidus necator UFLA 01-659 com as
espécies vegetais Leucaena leucocephala e Mimosa pudica, e a simbiose entre a
estirpe UFLA 02-71 com Mimosa caesalpiniifolia apresentaram maior sucesso
(producéo de biomassa na parte aérea e acimulo de nitrogénio) em experimentos
em casa de vegetacdo com substrato estéril ndo contaminado por metais pesados.

Posteriormente, essas estirpes de Cupriavidus necator (UFLA 01-659 e
UFLA 02-71) em simbiose com as espécies vegetais citadas no paragrafo acima,
foram estudadas em experimento com solo contaminado, apresentando
resultados positivos na fitoextracdo de cadmio e zinco, e confirmando sua
eficiéncia na FBN na presenca de metais (FERREIRA et al., 2013). Outra
vantagem dessas estirpes de Cupriavidus necator é sua capacidade de
estabelecer simbiose com diversas espécies de leguminosas. Além das espécies
vegetais ja citadas ao longo do texto, também realizam simbiose com
Macroptilium atropurpureum e Vigna unguiculata (SILVA et al., 2012).

Contudo, ndo é conhecida a capacidade de remocdo de metais pesados
por essas estirpes de Cupriavidus necator sem a presencga de plantas, e nem os
mecanismos envolvidos neste processo. Tendo em vista que na literatura ja
foram apresentadas estirpes de bactérias do género Cupriavidus com alta
capacidade de remocdo de metais pesados isoladamente (CHEN et al., 2008;
KLONOWSKA et al., 2012), estudos com a finalidade de esclarecer a
contribuicdo direta dessas estirpes de Cupriavidus necator se fazem necessarios
para se estabelecer seu potencial para a biorremediacéo.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de

remogao de cadmio, cobre e zinco por estirpes de Cupriavidus necator em meio
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de cultura liquido e em experimentos de biossor¢do, assim como a alocagdo

desses metais em sua biomassa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Metais pesados e 0 meio ambiente

Os metais pesados apresentam ocorréncia natural nos solos e a sua
concentracgdo, geralmente baixa, é determinada pelo material de origem e pelos
fatores e processos de formagdo do solo, sendo bastante variavel em diversas
regides. Por exemplo, os valores médios dos metais cadmio (Cd), cobre (Cu) e
zinco (Zn) encontrados naturalmente em Cuba, foram de 1,2, 83,7 e 90,7 mg kg
! respectivamente (ALFARO et al., 2015). Na ltalia, foram registrados teores
nos solos de até 0,65 mg kg™ de cadmio, 13 mg kg™ de Cu e 76 mg kg™ de Zn
(BINI et al., 2011). No Brasil, no estado de Minas Gerais foram observados
valores médios de 0,5, 30,9 e 13,1 mg kg™ desses mesmos elementos (CAIRES,
2009).

Frequentemente ¢ relatado o incremento dos teores de metais pesados
nos solos, em decorréncia das atividades antrdpicas como atividade de
mineracdo e deposicdo de residuos urbanos e industriais (HUANG; LIU, 2013;
SANTOS et al., 2016). Em sistemas agricolas, o reuso de aguas servidas na
irrigacdo, o uso de residuos industriais, adubos e defensivos agricolas, tais como
fungicidas, sdo considerados como responsaveis pelo acimulo de metais pesados
nos solos (CHOPRA; PATHAK, 2013; MACIEL et al.,, 2013; MACKIE;
MULLER; KANDELER, 2012).

Esses incrementos podem alcangar niveis toxicos, prejudicando o
desenvolvimento do ecossistema. No Brasil, o Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA) determina que &reas que apresentam um solo com
valores superiores a 3 mg kg™ de Cd, 200 mg kg™ de Cu e 450 mg kg™ de Zn séo
declaradas como &reas contaminadas sob investigacdo e ndo devem ser utilizadas

para a pratica agricola.



20

O acumulo de metais pesados nos solos de determinados ambientes

desses

representa um importante risco de entrada elementos na cadeia trofica pela
absorcéo por plantas e demais organismos vivos. Em concentragdes elevadas o0s
metais pesados causam toxidez as plantas (COUTINHO; BARBOSA, 2007) e
podem diminuir ou até impedir o crescimento de microrganismos (CHANDER

etal., 2001; CHIEN et al., 2008).

2.2 Diversidade de bactérias encontradas em ambientes contaminados por

metais pesados

A contaminacdo do meio ambiente por metais pesados afeta a
diversidade da comunidade bacteriana, mudando completamente a sua estrutura
(GOLEBIEWSKI et al., 2014; PALMOROTH et al.,, 2007). Geralmente a
diversidade de bactérias diminui quando ha a entrada de metais pesados. Alguns
grupos de bactérias parecem ndo ser afetados, enquanto outros podem até sofrer
um aumento de sua abundancia, em razdo da tolerancia a metais pesados que tais
grupos apresentam e a diminuicdo da competi¢do no habitat (BERG et al., 2012;
SHEIK et al., 2012; VIGLIOTTA et al., 2016).

Em estudos de diversidade associada a solo contaminado com metais
pesados (cobre, chumbo, zinco, cddmio e bario) verificou-se a ocorréncia de
bactérias dos géneros Burkholderia e Oxalobacter, e do filo
Gammaproteobacteria, e estas apresentaram alta similaridade genética com
bactérias registradas em outros ambientes contaminados, indicando que ha uma
selecdo por parte do ambiente a tais microrganismos (PALMOROTH et al.,
2007).

O indice de diversidade de Shannon de bactérias da rizosfera de plantas
de milho diminuiu com a adicdo dos metais pesados Cu e Zn. Dos grupos
detectados no solo sem contaminacdo (Bacillus, Lysinibacillus, Pseudomonas,

Stenotrophomonas, Flavobacterium, Cryseobacterium, Dyella, Rahnella,
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Enterobacter, Agrobacterium e Serratia), neste trabalho, apenas o grupo
Bacillus, Lysinibacillus e Pseudomonas continuaram a ser observados no solo
com contaminagdo, com diminuicdo da frequéncia de individuos (VIGLIOTTA
et al., 2016).

A abundancia relativa de varios grupos de bactérias foi afetada pela
biodisponibilidade de cobre em amostras de solo. Proteobacteria, Bacteriodetes,
Verrucomicrobia, Cloroflexi e Planctomycetes apresentaram correlagcdo negativa
entre a sua abundancia relativa e a biodisponibilidade de cobre, enquanto que
Acidobacterias apresentaram um leve aumento. A abundancia relativa dos
grupos Actinobacteria e Firmicutes ndo apresentou correlagdo com a
biodisponibilidade de cobre (BERG et al., 2012).

Em solos ndo contaminados foi verificada uma maior frequéncia do
dominio  Actinobacteria seguida do dominio  Proteobacteria  por
pirossequenciamento, entretanto, quando esse solo apresentava contaminacao
por arsénio e cromo o inverso ocorria. A frequéncia dos demais dominios
(Bacteroidetes, Acidobacteria, Firmicutes, Gemmatimodadetes e
Planctonmycetes) foi semelhante entre os solos com e sem contaminagao
(SHEIK et al., 2012).

Entretanto, em solos com alto nivel de poluicdo de zinco e chumbo (até
2002 mg kg™ de Zn e 1378 mg kg™ de Pb) a riqueza de espécies e a diversidade
da comunidade bacteriana registrada foi semelhante ou ligeiramente inferior ao
relatado anteriormente, na literatura, em 4&reas ndo contaminadas
(GOLEBIEWSKI et al.,, 2014). No entanto, foi verificada uma correlagdo
negativa entre os teores de zinco biodisponivel e a riqueza e diversidade de
espécies. Cadmio, chumbo e cromo ndo apresentaram correlacdo com esses
indices, e o autor atribuiu esse fato a menor concentracdo (Cd) e menor
toxicidade (Pb e Cr) dos metais (GOLEBIEWSKI et al., 2014).
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Embora os grupos que persistem em ambientes com metais pesados
sejam varidveis em cada local, pode se dizer que os filos Acidobacterias,
Firmicutes (em especial bactérias do género Bacillus) e Proteobacterias (género
Pseudomonas) sdo os mais recorrentes. Actinobacterias apresentam variagdes

controvérsias.
2.3 Toleréancia de bactérias a metais pesados

Algumas bactérias apresentam capacidade de se desenvolver na presenca
de metais pesados, e podem ser ditas tolerantes quando a concentracdo minima
inibitéria (CMI) de metais pesados para o seu crescimento € elevada (Tabela 1).
Alguns metais sdo mais toxicos que outros, e os niveis de CMI sdo bastante
variados entre as espécies (GOU et al., 2015; LUO et al., 2011; PEPI et al.,
2016).

Esses valores de CMI também sofrem variacdo em funcdo da forma em
que a bactéria é exposta ao metal (meio liquido ou sélido). Em geral, bactérias
toleram maiores concentracdes de metais pesados em meio de cultura solido
comparativamente ao liquido (ABSKHARON et al., 2010).

Na Tabela 1, sdo apresentados alguns valores de CMI para diferentes
estirpes tolerantes a cadmio, cobre e zinco (metais utilizados nos experimentos
da tese). Pode- se notar que cadmio é tolerado em menores concentracdes e
zinco é menos toxico, salvo algumas excecdes (NAVARRO-NOYA et al., 2012;
PEPI et al., 2016).

A estirpe de Burkholderia metalliresistens, dentre as relatadas nos
diversos artigos, foi a que apresentou maior valor de CMI em meio sélido, e
esses indices foram bastante superiores aos ja relatados na literatura. Entretanto,
ndo hd uma metodologia padrdo para a determinagdo de CMI, e essas estirpes

sofrem variag&o principalmente em fungdo da composigdo do meio de cultura.



Tabela 1 - Tolerancia de cddmio (Cd), cobre (Cu) e zinco (Zn) determinado pela concentragdo minima inibitoria (CMI)
para o crescimento de bactérias resistentes a metais pesados relatados em artigos cientificos.

R . . C A CMI (mM) Referéncia
Género da estirpe Meio de cultura/Consisténcia cd Cu 7n
Bacillus sp. YEPG-NaCl/liquido 2,2 2,36 0,75 Pepi et al. (2016)
Bacillus sp. Agar-nutriente/solido 8 8 ND* Kumari et al. (2015)
Burkholderia metalliresistens SMN agar/solido 17,79 2,36 38,24 Gou et al. (2015)
Paenibacillus graminis BR 35 PY/liquido ND 4 2 Navarro-Noya et al. (2012)
Azospirillum lipoferum KYR B2 PY/liquido ND 2 1 Navarro-Noya et al. (2012)
Bradyrhizobium japonicum KYR C5 PY/liquido ND 2 4 Navarro-Noya et al. (2012)
Cupriavidus necator LB/Solido 5 12,5 12,5 Ferreira et al. (2012)
Diversos isolados de solo Agar-nutrientes/solido 1,78 1259 12,24 Alam et al. (2011)
Pseudomonas sp. BSM/s6lido ND 5 6 Li & Ramakrishna (2011)
Serratia marcescens LKR01 TLP/s6lido 2 2 5 Luo et al. (2011)
E. coli Meio minimo com tris/liquido 4,45 1,57 10,7 Abskharon et al. (2010)
E. coli Meio minimo com tris/sélido 6 2,35 13 Abskharon et al. (2010)
Arthrobacter sp. YAH27 SLP/sélido 0,45 55 6,15 He et al. (2010)
Cupriavidus taiwanensis LB/s6lido 2,5 5,0 7,5 Chen et al. (2008)
Alcaligenes eutrophus X58441 TLP/S6lido 10 5 20 Abou-Shanab et al. (2007)
Rhizobium galegae AY509214 TLP/Sélido 2,5 10 5 Abou-Shanab et al. (2007)
Rhizobium etli AY460185 TLP/S6lido 5 10 5 Abou-Shanab et al. (2007)
Diferentes géneros de rizébio YMA/So6lido 0,53 0,94 12,24 Matsuda et al. (2002)
Bradyrhizobium sp., Azorhizobium sp. YMA/Sélido >036 >0,63 12,24 Trannin et al. (2001)

* ND - Nao determinado.

Fonte: Dados do autora (2016).
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2.3.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana a metais pesados

A presenca de metais pesados induz a respostas fisiologicas nas
bactérias. Em estudos com estirpes resistentes a metais pesados tém-se
observado varios mecanismos de resisténcia que envolvem a desintoxicagdo de
metais. Esses mecanismos variam entre extrusdo dos metais da célula e maior
producdo de compostos associados a resisténcia a metais pesados
(polissacarideos, proteinas e antioxidantes).

Em estudos com Cupriavidus metallidurans foi demonstrado que os
genes de resisténcia a metais pesados apresentavam se nos plasmideos pMOL28
e pMOL30, e estes codificam proteinas da membrana, transposases truncados,
proteinas de transferéncia conjugativa e muitas proteinas desconhecidas
(MONCHY et al., 2007). Ja, a desintoxicacdo de zinco realizada pela estirpe
Marinobacter adhaerens HP15 se da mediante a atuacdo de bombas de efluxo
codificada por dois operons CzcCBA. Entretanto, esses operons ndo estdo
envolvidos na tolerdncia de cadmio e cobalto, indicando que os mecanismos de
desintoxicacao sao variaveis em funcdo do metal (STAHL et al., 2015).

O arranjo das células pode ser afetado pela presenca de metais e a
formacdo de biofilme também tem sido correlacionada. Em resposta a presenca
de cobre no meio de cultura, a estirpe Pantoea agglomerans YS19 realizou a
formagdo de agregados de células e biofilme, e baixa frequéncia de células
dispersas (YU et al., 2016).

Além da formacgdo de biofilme, a producdo de exopolissacarideos
apresentou papel importante na resisténcia de metais pesados apresentada por
Pseudomonas sp. EJO1, comprovada por mutante da estirpe incapaz de produzir
biofilme e por uma maior producdo de exopolissacarideos na presenca de
cadmio (CHIEN; LIN; WU, 2013).
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A glutationa, um antioxidante hidrossoltvel, foi relacionada a tolerancia
de cadmio no trabalho de Bianucci, Fabra e Stella (2011), em que doses elevadas
(30 uM) desse metal induziram a um aumento de sua producdo em estirpes de
Bradyrhizobium sp (NLH25 e MOD31). Além disso, observou-se que quando a
estirpe de Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 sofreu mutacdo que impedia a
producéo de glutationa, esta perdeu a capacidade de ser cultivada na presenca de
cadmio, indicando que esse composto € um importante agente envolvido na
tolerancia de cadmio.

Em experimentos com estirpe resistente (Cupriavidus metallidurans
CH34) e sensivel (Pseudomonas putida mt2) a cadmio, verificou-se uma maior
producdo de glutationa reduzida na estirpe Cupriavidus metallidurans CH34,
assim como uma maior atividade da catalase dentre as enzimas antioxidantes
estudadas (SHAMIM; REHMAN, 2015).

Siderdforos sdo outros compostos relacionados a tolerancia de metais
pesados. Uma maior sensibilidade a metais tdxicos foi observada em estirpes
mutantes de Pseudomonas aeruginosa que eram incapazes de produzir
sideroforos. Além disso, foi observado um aumento na producdo de sideréforos
em razdo da presenca e aumento da concentracdo de cobre e niquel em meio de
cultura (BRAUD et al., 2010). A inducdo da producdo de sideréforos pela
presenca de cadmio também foi observada no cultivo da estirpe Enterobacter sp.
EG16 (CHEN et al., 2016).

2.4 Remogao de metais pesados por bactérias e sua alocacao

Estudos de bactérias resistentes a metais pesados tém sido realizados
com o intuito de avaliar a sua utilizagdo na biorremediacdo de ambientes
contaminados, por meio da remocdo de metais pesados. Na literatura, séo
relatados alguns trabalhos com bactérias com alta capacidade de remocéo,

realizada pela adsorc¢do (ligacdo fraca entre metal e a face externa da biomassa
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bacteriana) e incorporacdo do metal na célula bacteriana (bioacumulacéo)

conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - llustracdo dos dois principais mecanismos de remocdo de metais
pesado, a bioacumulacéo e a adsorcao na superficie celular.
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Fonte: Yang, Chen e Wang (2015).

Em experimentos de isotermas de biossorcdo submete-se a biomassa
bacteriana a solucdes com concentracdes conhecidas de metais pesados e, apos
determinado tempo de incubacdo avalia-se a quantidade de metais removidos da
solucdo, que pode se dar tanto por adsorcdo (células vivas e mortas) como por
bioacumulacdo (células vivas). Tal técnica é importante para estabelecer
condigdes otimas de pH, agitacdo, concentracdo de sorbato e do metal em
solucéo, e cinética.

A biossor¢do de mercurio por bactérias marinhas variou em funcéo da
concentragdo inicial do metal alvo e da dosagem da biomassa, assim como do
tipo e da concentragdo de outros ions (sodio, magnésio e potassio) presentes,
alcangando indices de 133 mg g* de mercdrio na biomassa (DENG; WANG,
2012).

Bacillus cereus KTSMBNL43 apresentou capacidade maxima de

remogéo de 82% do cadmio presente inicialmente em solucdo (200 mg L™) em
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isotermas de biossorc¢do. A concentragdo inicial de cadmio, o pH da solu¢do com
metal, a temperatura de incubacdo e o tempo de contato da bactéria com o metal
foram fatores que influenciaram na biossor¢do (ARIVALAGAN et al., 2014).

A importdncia da manutencdo da estrutura das células tem sido
demonstrada em experimentos com células vivas e mortas. Burkholderia cepacia
e Chryseomonas luteola apresentam maior biossorcdo de Ni por células mortas,
no entanto, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium ndo apresentam tal variacéo
(AL-GHEETHI et al., 2014).

Experimentos com meio de cultura com a adicdo de metais pesados
também tém sido realizados com o intuito de estudar o potencial de remocéo de
metais pesados por bactérias, concomitante a seu cultivo. O consorcio de varias
bactérias resistentes a metais pesados isoladas de rio contaminado, por exemplo,
apresentou capacidade de remocéo de 450 mg g™ de cobre em sua biomassa seca
(CARPIO et al., 2016).

Em meio de cultura suplementado com 400 mg L™ de chumbo, cadmio e
niquel, separadamente, a estirpe de Enterobacter cloacae Bl foi capaz de
remover 95,25 %, 64,17% e 36,77% dos respectivos metais citados (BANERJEE
et al.,, 2015). Isolados de Avena sativa e Plantago lanceolata realizaram a
remocao de 30% dos 500 mg L™ de cobre presente no meio de cultura liquido
(ANDREAZZA et al., 2012).

Li e Ramakrishna (2011), estudando oito isolados de Pseudomonas sp.
obtiveram altos indices de remogdo dos metais pesados (Cu, Zn e Pb) em meio
Luria-Bertani, com destaque para os isolados TLC 3-3.5-1 e TLC 6-6.5-4 que
apresentaram a acumulacéo de 0,55 e 0,83 mg g'deCu, 15,88 e2,48 mg g’ de
Zn, e 44,71 e 75,05 mg g de Pb na biomassa seca de células.

Na remocéo desses metais, ocorrem interagdes fisicas, ligagdo a grupos
quimicos e complexacdo de metais intra e extracelularmente (BABU et al.,
2015; CHEN et al.,, 2016). Os grupos carboxila e hidroxila foram os
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responsaveis pela biossor¢do do cobre a biomassa de um consorcio de bactérias
em meio de cultura (CARPIO et al., 2014). Na biossorcéo de Zn por consorcio
de bactérias os grupos amina, caboxila, hidroxila e fosfato é que foram os
responsaveis pela ligacdo com o metal (CARPIO et al., 2016), assim como na
biossorcao de cadmio por Pseudomonas sp. LKS06 (HUANG; LI1U, 2013).

Nos trabalhos de Chen et al. (2016), foi observado que cerca de 70% do
cadmio removido do meio de cultura pela estirpe Enterobacter sp. EG16 estaria
acumulado intracelularmente, e que a adsorg¢éo e troca idnica contribuiriam com
11% cada, ao passo que apenas 9 % estariam complexados. Entretanto, em
isotermas de biossorcdo, bactérias marinhas apresentaram cerca de 70% do
mercurio removido adsorvido na superficie da célula, e foi observado que grupos
carboxilicos apresentavam um importante papel na ligagdo (DENG; WANG,
2012).

2.5 Tratamento ex sito de residuos liquido contaminados por metais

pesados por bactérias

A capacidade de remoc¢do de metais pesados pela biomassa bacteriana
tem sido utilizada no tratamento de agua ou residuos liquidos contaminados, e a
eficiéncia desse processo tem sido observada, por meio de elevadas porcentagem
de remocao de metais.

Em trabalhos com o tratamento de efluente secundario de estacdo de
tratamento de esgoto foi obtida a remogédo de 87,63% de cadmio, 74,61% de
cobre, 58,32% de niquel, 61,9% de chumbo e 94,26% de zinco a partir da adicdo
de 55 mg de biomassa seca de bactérias em 50 mL do efluente (AL-GHEETHI
et al., 2014).

Utilizando diversas estirpes, Naz et al. (2016) obtiveram melhor

eficiéncia na remogdo de metais com a estirpe de Pseudomonas sp., em que foi
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possivel a remocédo de 37% de chumbo, 32% de niquel, 29% de cobre e 32% de
cromo presente em efluente.

No tratamento de 4gua contaminada por metais em biorreatores, Carpio
et al. (2014) obteve a remocdo do cobre presente na agua de forma mais
eficiente na utilizagdo de biofilme bacteriano associado com carvdo ativado
(47%) do que apenas com carvao ativado (17%).

No trabalho de Chatterjee, Bhattacharjee e Chandra (2010), a bactéria
termofilica Geobacillus thermodenitrificans foi capaz de remover em melhor
eficiéncia o ferro (43,94%), seguido do cromo (39,2%) e cadmio (35,88%), e em
menor taxa o chumbo, cobre, cobalto e zinco em tratamento de aguas residuais
industriais, demonstrando que as taxas de remoc¢do sdo diferenciadas entre os

metais.
2.6 Bactérias diazotroficas e a biorremediagéo

Algumas bactérias denominadas diazotroficas sdo capazes de fixar
nitrogénio atmosférico rompendo a ligacdo tripla entre atomos de nitrogénio
com o complexo enzimatico “nitrogenase” mediante gasto energético
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Esse grupo de bactérias também pode ser
encontrado em ambientes contaminados com metais pesados (BAHAR;
MEGHARAJ; NAIDU, 2016; DASHTI et al., 2015; MOREIRA et al., 2008).

Ambientes contaminados geralmente apresentam uma baixa densidade
de microrganismos (OLIVEIRA et al., 2010) e mudancas na estrutura da
comunidade bacteriana associadas ou ndo a diminuigdo da riqueza de espécies
(BERG et al., 2012; GOLEBIEWSKI et al., 2014; SHEIK et al., 2012). Dessa
forma, bactérias com varias funcBes ecol6gicas podem facilitar o processo de
reabilitacdo e biorremediacdo de &reas contaminadas, ou no tratamento de

residuos.
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De um modo geral, a contaminagdo dos solos com metais pesados
acarretam na diminuicdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), entretanto
algumas bactérias apresentam a capacidade de fixar nitrogénio em altas taxas
mesmo em situacdo de contaminacdo (FERREIRA et al., 2013; KUPPUSAMY
et al., 2016).

Independente da presenca de plantas, algumas bactérias fixam nitrogénio
livremente nos solos. A estirpe Trabulsiella sp. MTS-6 se mostrou capaz de
fixar nitrogénio atmosférico e solubilizar fosfatos em ensaios em meio de
cultura, e é o primeiro relato desse género com capacidade de biodegradar
hidrocarbonetos na presenca da contaminacao de metais pesados cadmio, cobre,
zinco e chumbo (KUPPUSAMY et al., 2016). Esse género foi relatado
anteriormente por Chou et al. (2007), isolando bactérias do intestino de cupins,
sem citar relacdo com a fixagéo bioldgica de nitrogénio.

Diversas classes de bactérias diazotroficas, entre elas,
Gammaproteobacteria (Serratia, Xanthomonas, Pseudomonas, Enterobacter),
Firmicutis (Bacillus) e Actinobacteria (Cellulosimicrobium, Brevibacterium)
foram isoladas de solo multicontaminado por metais pesados, utilizando meio
semissolido sem nitrogénio, na presenca de mercurio (OLIVEIRA et al., 2010),
demonstrando que ha uma consideravel diversidade de bactérias diazotroficas
em ambientes contaminados.

A tolerancia a metais pesados também é observada por outro grupo de
bactérias diazotroficas denominadas associativas (que se desenvolvem na
rizosfera de plantas). Isolados do género Azospirillum foram obtidos de solo e
raizes de gramineas de ambiente contaminado por industria processadora de
zinco e apresentaram alta tolerancia a cadmio e zinco in vitro (MOREIRA et al.,
2008). Em outro trabalho, isolado de bactéria diazotréfica associativa

(Herbaspirillum sp. GW103) apresentou alta tolerancia a arsénio, cobre, zinco e
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chumbo, com potencial de aumento da taxa de lixiviagdo de cobre em solo
contaminado em tratamento ex situ (GOVARTHANA et al., 2014).

Outro grupo de bactérias diazotroficas é capaz de estabelecer simbiose
com leguminosas, formando estruturas nas raizes das plantas denominadas de
nodulos. Nesse sistema, a planta consegue aproveitar quase todo o nitrogénio
fixado pela bactéria. Tais bactérias sdo denominadas bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferas (BFNN) segundo Moreira e Siqueira (2006).

A utilizagdo dessa simbiose leguminosa/bactéria na fitorremediagdo tem
a vantagem de elevar os teores de nitrogénio do solo (FERREIRA et al., 2013).
Entretanto, € imprescindivel que os organismos envolvidos na simbiose tenham
pleno desenvolvimento em ambientes contaminados.

BFNN das espécies Cupriavidus taiwanensis e Rhizobium
mesoamericanum foram isolados de Mimosa pudica em ocorréncia espontanea
em solo naturalmente rico nos metais pesados manganés, ferro, niquel, cromo e
cobalto. Dentre as estirpes avaliadas pelos autores, as estirpes de Cupriavidus
taiwanensis apresentaram maior tolerdncia aos metais cadmio, zinco e niquel
gue as do género Rhizobium (KLONOWSKA et al., 2012).

Em experimento com Lolium multiflorum Lam. e Glycine max (L.), a
inoculacdo da estirpe de Bradyrhizobium sp. YL-6 diminuiu a toxicidade de
cadmio nas plantas e induziu a uma maior acumula¢do do metal em L.
multiflorum e menor em G. max (GOU; CHI, 2014). J4, a inoculacdo da estirpe
Cupriavidus taiwanensis TJ208 induziu a uma maior eficiéncia na absor¢do dos
metais cadmio, cobre e chumbo por plantas de Mimosa pudica (CHEN et al.,
2008).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Bactérias tolerantes a metais pesados podem apresentar potencial para a
biorremediacdo pela remocao de metais pesados em praticas ex situ. Entretanto,
a variagdo que ocorre entre diferentes estirpes quanto ao potencial de remocao
de metais pesados por sua biomassa, assim como a capacidade de remoc¢édo de
cada metal pesado em particular, faz necessario o estudo aprofundado dos
processos de bioremediacdo por bactérias para que o mesmo se torne viavel e
eficiente.

Estirpes de bactérias diazotréficas resistentes a metais pesados, em
especial o género Cupriavidus, sd0 organismos promissores no processo de
biorremediacdo, em razdo da sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico,
promover o crescimento de plantas e induzir o aumento da fitoextracdo de

metais pesados pelas plantas.
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RESUMO

Resultados preliminares em experimentos in vitro com solos multicontaminados
e meio solido indicaram que bactérias diazotréficas noduliferas do género
Cupriavidus s@o promissoras na fitorremediacdo de ambientes contaminados
devido a sua simbiose com leguminosas e tolerdncia a metais. Desta forma,
estirpes de Cupriavidus spp. (LMG 19424", UFLA 01-659, UFLA 01-663 e
UFLA 02-71) foram testadas quanto a sua capacidade de tolerar e bioacumular
cadmio (Cd), cobre (Cu) e zinco (Zn) em meio de cultura Luria Bertani (LB)
liquido. AlteracGes no padrdo de crescimento das estirpes de Cupriavidus, na
presenca ou auséncia de metais foram avaliadas utilizando-se microscopia
eletronica de varredura e o estudo da alocacdo dos metais foi realizado por
microscopia eletronica de transmissdo, tendo como intuito estudar o0s
mecanismos de biorremediacdo. A estirpe UFLA 01-659 apresentou maior
tolerancia (concentracdo minima inibitoria - CMI de 5 mM de Cd, 4,95 mM de
Cu e 14,66 mM de Zn) e taxa de remocdo (9,0, 4,6 e 3,2 mg L™ de Cd, Cu e Zn,
respectivamente) dos metais testados, com atividade mais expressiva em relacao
ao Cd. A eficiéncia da estirpe UFLA 01-659 em remover os metais esta
associada a sua alta capacidade de producdo de biomassa e/ou a maiores teores
dos metais absorvidos na biomassa. Observou-se que em resposta a presenca de
metais no meio de cultura liquido, as bactérias apresentaram producdo de
exopolissacarideos e células diminutas e agregadas. Entretanto, estas respostas
foram diferenciadas para as estirpes e para os metais. Em relacdo a alocacéo,
todos os metais foram adsorvidos na membrana e na parede das células,
enquanto que a complexacdo intracelularmente foi observada apenas para os
metais Cu e Zn. Estes resultados indicam o potencial de C. necator UFLA 01-
659 para a remediacdo em areas com excesso de Cd, Cu e Zn.

Palavras chaves: metais pesados, microscopia eletrdnica, bactéria diazotrofica,
biorremediacdo, mecanismos de tolerancia.
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1 INTRODUCAO

Em ambientes contaminados por metais pesados sdo encontradas
diversas bactérias que apresentam tolerancia a niveis altos de metais pesados in
vitro e elevada capacidade de remocéo destes metais (Andreazza et al., 2012;
Chien et al.,, 2011; Moreira et al., 2008). Tais capacidades sdo expressas
mediante a realizacdo de diferentes mecanismos como bombas de efluxo,
producdo de tionas e atividade enzimatica (Zoropogui et al., 2008; Hynninen et
al., 2009), entretanto estes mecanismos variam em funcdo das estirpes e do
metal avaliado.

Um dos mecanismos mais importantes de tolerancia de metais pesados é
a atividade de bombas de efluxo, que permitem as células a extrusdo de metais
absorvidos, mediante a decomposi¢do de ATP. Wang et al. (2015) sequenciou o
genoma de Cupriavidus gilardii CR3 (bactéria resistente a multiplos metais) e
identificou diversos operons que codificam bombas de efluxo, tais como czc
(Cd*, Zn?*) e cus (Cu*, Ag") ligados a resisténcia de metais pesados.

A variacdo de comportamento de estirpes de um mesmo género foi
observada por Bianucci et al. (2011) que verificou que nem todas as quatro
estirpes de Bradyrhizobium por eles avaliadas foram capazes de acumular
cadmio em sua biomassa, e que as estirpes que apresentaram maior tolerancia e
teor de metal na biomassa apresentaram incremento nos valores de glutationa
(antioxidante) na presenca do metal.

A formac&o de biofilme, outro mecanismo vinculado a bioacumulag&o,
foi demonstrado no trabalho de Chien et al. (2013), em que a estirpe EJO1
(Pseudomonas sp.) apresentou maior capacidade de remogao dos metais cAdmio
e niquel que a estirpe mutante m-3055 que possuia uma capacidade deficiente de
formagdo de biofilme.

Além da remocéo direta dos metais pela adsor¢ao e incorporagdo em sua

biomassa, algumas bactérias podem apresentar uma contribuicdo indireta através
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da sua relagcdo com plantas cultivadas em ambientes contaminados. Estirpes de
Pseudomonas inoculadas em plantas de girassol e milho, por exemplo,
diminuiram a toxicidade de cobre e induziram a uma maior fitoextracdo deste
metal em ambas as plantas (Li & Ramakrishna, 2011). A maior absor¢do de
metais pesados em plantas inoculadas com Pseudomonas koreensis foi atribuida
a solubilizagdo dos metais na rizosfera (Babu et al., 2015).

Também sdo relatadas tolerancias de bactérias diazotréficas a metais
pesados, que em simbiose com leguminosas podem auxiliar tais plantas no
estabelecimento em solos contaminados, favorecendo o aumento dos teores de
nitrogénio em tais ambientes (Mahieu et al., 2011; Ferreira et al., 2013).

O género Cupriavidus tem apresentado resultados promissores em
diversos trabalhos que estudaram a contribuicdo de bactérias diazotrdficas
noduliferas no processo de fitoextracdo de metais toxicos. Klonowska et al.
(2012) obteve isolados de Cupriavidus taiwanensis que apresentaram alta
tolerancia a niquel, zinco e cromo e elevada eficiéncia na fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) em simbiose com Mimosa pudica. Em outro trabalho, a
inoculacgdo da estirpe TJ208 (Cupriavidus taiwanensis) aumentou a eficiéncia de
biossorcao de cadmio, cobre e chumbo por plantas de Mimosa pudica (Chen et
al., 2008).

As estirpes de Cupriavidus necator UFLA 01- 659, UFLA 01- 663 e
UFLA 02- 71 (estudadas neste trabalho) apresentaram em trabalhos anteriores
uma tolerancia elevada de 2,5, 10, 10 e 5 mM de cadmio (Cd), cobre (Cu), zinco
(Zn) e chumbo (Pb) em meio so6lido, respectivamente, e consideravel eficiéncia
da fixacdo biologica de nitrogénio em simbiose com as espécies de leguminosas:
Mimosa pudica, Mimosa caesalpiniifolia e Leucaena leucocephala (Ferreira et
al., 2012). Em experimentos com solo multicontaminado, a estirpe UFLA 01-

659 conferiu aumento no conteddo de nitrogénio da parte aérea de Mimosa
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pudica e Leucaena leucocephala, e a estirpe UFLA 02-71 em Mimosa
caesalpiniifolia, contribuindo na recuperagdo deste solo (Ferreira et al, 2013).
Tendo em vista os resultados promissores das estirpes de C. necator,
UFLA 01-659, UFLA 01-663 e UFLA 02-71, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a tolerancia e a capacidade de remoc¢do dos metais pesados Cd, Cu e Zn
em meio liquido, assim como investigar a alocacdo de tais metais por
microscopia eletronica, contribuindo para o conhecimento dos mecanismos de

tolerancia e remogdo de metais pesados por bactérias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpes utilizadas e obtencéo de in6culo para os experimentos com

meio liquido

No presente estudo foram utilizadas as estirpes UFLA 01-659, UFLA
01-663 e UFLA 02-71, da espécie Cupriavidus necator (Silva et al., 2012), além
da estirpe LMG 19424", da espécie Cupriavidus taiwanensis (Vandamme &
Coenye, 2004), como isolado tipo do género. Todas as estirpes estudadas
encontram-se preservadas por liofilizacdo na colecdo de culturas do Laboratério
de Microbiologia do Solo do departamento de Ciéncia do Solo/UFLA.

Para obtencdo do indculo, as estirpes foram cultivadas em meio Luria
Bertani - LB (triptona 10g L™, extrato de levedura 5g L™, e NaCl 5g L™) sélido
(Sambrook et al., 1989) por 2 dias a 28°C. Posteriormente as células foram
suspendidas em solugdo salina (NaCl 0,85%) estéril. A concentracdo de células
foi padronizada a densidade Optica (DO) de 45% de transmitancia, que
corresponde a uma densidade de 6x10° UFC mL™. Para os experimentos de
concentracdo minima inibitéria e remocgdo de metais foram adotados a propor¢ao

de um mL de in6culo para 100 mL de meio de cultura liquido.
2.2 Concentracdo minima inibitéria (CMI)

As estirpes foram cultivadas em 10 mL de meio de cultura LB liquido,
com pH 6, sob agitacdo horizontal de 110 rpm, incubadas a 28°C por 4 dias,
tempo este que corresponde a fase estaciondria segundo Ferreira (2011).
Previamente este meio de cultura foi suplementado com doses crescentes dos
metais Cd (0-5mM), Cu (0-5mM) e Zn (0-15mM), em trés repeti¢bes. Foram
utilizados como fontes dos metais os sais: sulfato de cadmio (CdS0O,.8H,0),
sulfato de cobre (CuS0,.5H,0) e sulfato de zinco (ZnSO,4.7H,0).

Para evitar a precipitacdo dos metais, foi acrescido TRIS ao meio de

cultura na concentracdo de 6,0 g L™ (Mergeay et al., 1985). Ao final do periodo
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de incubagdo, a quantificagdo das unidades formadoras de colonia (UFC) por
mL de meio liquido foi realizada pelo método de microgota (Herigstad et al.,
2001).

2.3 Remogao de metais pesados

Neste experimento, as estirpes foram cultivadas em 80 mL de meio LB
liquido, nas mesmas condi¢des de pH, inoculacdo, temperatura, agitacao e tempo
de incubacdo adotados para determinacdo da CMI. O meio de cultura foi
suplementado com Cd na concentracdo de 1 mM, e com Cu e Zn na
concentracdo de 2 mM, separadamente, que correspondem a 112,41, 127,09 e
130,76 mg L™, respectivamente. Estas concentracdes foram estabelecidas com
base nos resultados obtidos nos experimentos de CMI, adotando as
concentracdes de metais em que todas as estirpes apresentavam capacidade de
serem cultivadas. As estirpes também foram cultivadas em meio de cultura sem
a presenca dos metais, utilizadas como controle negativo. Todos os tratamentos
foram realizados em trés repeticoes.

Ap6s o periodo de incubacdo, o caldo bacteriano foi centrifugado por
dez minutos a 10000 rpm, descartado o sobrenadante e realizada duas lavagens
do "pellet" em tampéo fosfato de sédio (8 mM de Na,HPO,4.12H,0; 1,9 mM de
NaH,PQO,4.2H,0; 8 gramas de NaCl; pH 7,3) conforme Moreira et al. (1993) e
Pot et al. (1994). A biomassa bacteriana obtida foi pesada e submetida a
digestdo por via Umida com acido nitrico e perclérico (2:1), e posteriormente foi
determinada a concentracdo de cada metal no extrato de digestdo em
espectrofotdmetro de absorgdo atdmica. A partir desta determinacdo, foram
calculados a taxa de remocdo de metal do meio de cultura (mg L™) e o teor do

metal na biomassa (mg g™).
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2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras de suspensfes bacterianas do experimento de remoc¢do de
metais pesados foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura.
Anteriormente ao protocolo de preparo de amostras, foram depositados e
espalhados 10 pL de poli-L-lisina (0,1%) sobre laminulas de vidro, para que as
bactérias aderissem sobre sua superficie. Apos a secagem da poli-L-lisina, foram
pipetados 20 pL de suspensdo bacteriana sobre as laminulas e postas para secar
novamente.

Seguiu-se entdo o protocolo para preparo de amostra com fixagdo em
Karnosvsky por 36 horas, lavagem com tampéo cacodilato (0,02M), pés-fixacao
com tetréxido de ésmio por uma hora, e desidratacdo em gradiente de acetona,
seguida de secagem em aparelho de ponto critico. Foi realizada metalizacdo com
ouro para aumentar a condutividade elétrica das amostras. As micrografias

foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 40 XPV.

2.5 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Foi retirado um mL do caldo bacteriano (apenas da estirpe UFLA 01-
659) dos tratamentos do experimento de remocao de metais e centrifugados por
10 minutos em 10000 rpm em microcentrifuga e descartado o sobrenadante. O
"pellet" obtido foi fixado em solugdo de Karnovsky, centrifugado novamente e
polimerizado com agarose (2%) para facilitar o preparo. Cubos de agarose
contendo o pellet foram retirados e seguiu-se com lavagens em tampao
cacodilato e pos-fixagcdo em tetroxido de 6smio por duas horas, e acetato de
uranila (0,5%) por 12 horas. Em seguida, realizou-se a desidratacdo em
gradiente de acetona (25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 95 e 100%), e infiltragdo
em resina SPURR, finalizando com emblocamento. Foram realizados cortes

ultrafinos em ultramicrétomo, seguida por contrastacdo com acetato de uranila e
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citrato de chumbo. A visualizacdo foi realizada em microscopio eletrdnico de
transmissdo Tecnai G2-12 (120kV).

2.6 Analises estatisticas

Em todas as analises estatisticas foi utilizado o software R. Os valores
de CMI foram preditos por equacdes de regressdo das UFC em funcdo de doses
crescentes de cada um dos metais (P<0,05). Os dados de peso de células, taxa de
remocao de metais e teores de metais na biomassa foram avaliados em arranjo
fatorial (4x4), sendo o primeiro fator composto pelas quatro estirpes de bactérias
e 0 segundo a composicdo do meio de cultura LB (controle sem metais,
suplementado com Cd, suplementado com Cu e suplementado com Zn), e a
analise de variancia das médias foram comparadas pelo teste de Tukey,

adotando-se o grau de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS
3.1 Concentragdo minima inibitoria

A estirpe UFLA 01-659 apresentou maior tolerdncia a todos os metais
avaliados (Tabela 1), apresentando valores de CMI de 5,00 mM de Cd, 4,95 mM
de Cu e 14,66 mM de Zn. Estes valores correspondem a 562, 314 e 958 mg L™
dos referidos metais, respectivamente. O valor tolerado de Cd pela estirpe UFLA
01-659 foi 2,5 vezes maior que as demais estirpes, e os de Cu e Zn foram
superiores 1,7 e 3 vezes, respectivamente.

As CMI de Cd e Cu foram bastante semelhantes entre as trés demais
estirpes estudadas (LMG 19424, UFLA 01-663 e UFLA 02-71). Entretanto, foi
possivel observar uma diferenciagdo da CMI de Zn (metal mais tolerado),
apresentando em ordem decrescente de tolerancia: UFLA 01-659 > UFLA 02-71
= UFLA 01-663 > LMG 19424".
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Tabela 1 - Concentragdo minima inibitéria de cAdmio (Cd), cobre (Cu) e zinco
(Zn) para o crescimento de diferentes estirpes de Cupriavidus spp.
em meio de cultura LB liquido

Cd

CMI
(mg)
LMG 194247 1,93 216,95 Y =-1,5787x%*1,9831x+9,7094 0,9235 **
UFLA 01-659 5,00 562,05 Y =-0,6418x°+1,5312x+8,3751 0,9622 **
UFLA 01-663 2,02 227,07 Y =-2,7258x*+2,2535x+6,5478 0,9910 **
UFLA 02-71 2,00 224,82 Y =-3,7724x*+3,3889+8,4650 0,9780 **
Cu
LMG 194247 2,95 187,46 Y =-2,0864x°+3,2183x+8,6503 0,8824 **
UFLA 01-659 4,95 314,55 Y =-0,7183x*+1,8808x+8,2845 0,9364 **
UFLA 01-663 3,57 226,86 Y =-0,9879x°+1,6322x+6,783 10,9843 **
UFLA 02-71 3,06 194,45 Y =-2,1958x°+4,048x+8,199  0,9517 **
Zn
LMG 194247 3,59 234,71 Y =-1,622x°+3,2853x+9,0996 0,9464 **
UFLA 01-659 14,66 958,47 Y =-0,0639x%+0,2887x+9,5031 0,9579 **
UFLA 01-663 5,87 383,78 Y =-0,4802x*+1,6516x+6,8592 0,9137 **
UFLA 02-71 5,95 389,01 Y =-0,4533x%+1,1051x+9,4849 0,9791 **
* significativo ao nivel de 5%, ** significativo ao nivel de 1%.

Bactéria ~ CMI (mM) Equacio RZ P

3.2 Remocao de metais pesados

Observando o efeito dos metais sobre cada uma das estirpes, observa-se
que C. taiwanensis LMG 194247 apresenta uma maior producdo de biomassa em
meio cultivado com zinco (P<0,05), superando a condi¢cdo de controle sem
adicdo de quaisquer metais (Figura 1 A). O cobre ndo comprometeu a produgao
de biomassa da estirpe UFLA 01-659 se compararmos com o tratamento
controle. E para todas as estirpes, o Cd foi o metal mais deletério na producéo de
biomassa.

Comparando a produgdo de biomassa das estirpes (Figura 1 B) nota-se
gue quando é adicionado Cd ao meio de cultivo, a estirpe UFLA 01-659

apresenta maior producdo de biomassa, enquanto que na presenca de Cu as
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estirpes UFLA 01-659 e UFLA 02-71 apresentaram maiores produgdes de
biomassa. Quando as estirpes sdo cultivadas com Zn, a maior producdo de

biomassa é apresentada pela estirpe LMG 19424,

Figura 1 - Biomassa das estirpes bacterianas na auséncia de metais (controle) e
na presenca dos metais Cd (1 mM), Cu e Zn (2mM) em meio de

1

1
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1

1
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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A estirpe UFLA 01-659 apresentou maiores taxas de remocao para todos
0s metais, quando comparada com as demais estirpes, obtendo valores de
aproximadamente 9, 4,6 e 3,2 mg L™ de Cd, Cu e Zn, respectivamente (Figura
2A). Nos tratamentos com Cu e Zn a referida estirpe, removeu até seis vezes
mais que as demais, e com Cd a remog&o foi em torno de quatro vezes mais.

Em relacdo aos teores dos metais na biomassa (Figura 2B), no
tratamento com cadmio os maiores teores de metal na biomassa foram
observados nas estirpes UFLA 01-659 e UFLA 01-663, e no tratamento com Cu
nas estirpes UFLA 01-659 e LMG 19424". Enquanto que no tratamento com Zn,
0 maior teor de metal na biomassa foi apresentado pela estirpe UFLA 01-659,

exclusivamente.
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Figura2- Metal removido do meio de cultura e teores de metais pesados na
biomassa nas estirpes LMG 19424", UFLA 01-659, UFLA 01-663
e UFLA 02-71 cultivadas em meio de cultura LB liquido
suplementado com Cd (1mM), Cu e Zn (2 mM).
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3.3 Microscopia eletrénica das células de Cupriavidus cultivadas com metais

pesados

As observacdes ao microscopio eletronico de varredura (MEV)

mostraram a ocorréncia de alteracbes no padrdo de crescimento das células
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(tamanho e forma) e na producédo de exopolissacarideos devido a exposi¢do aos
metais (Figura 3 e Figura 4).

No tratamento controle da estirpe LMG 194247 ndo foi observada a
producdo de exopolissacarideos (Figura 3A). No entanto, quando cultivada com
Cd (Figura 3) ou Cu (Figura 3C) esta estirpe apresentou um mesmo padrao de
crescimento e com produgdo de exopolissacarideos. Quando cultivada com zinco
esta mesma estirpe apresentou células diminutas e agregadas (Figura 3D).

C. necator UFLA 01-659 ndo apresentou modificacdes visiveis ao MEV
para as concentracfes de metais testadas (Figura 3E, F, G e H). Em todos os
tratamentos a estirpe UFLA 01-663 apresentou uma producdo de biomassa
caracteristica. No tratamento controle (Figura 4A) e na presen¢a de Cu (Figura
4C) foi observada a producdo de exopolissacarideos. No entanto, este efeito foi
ausente na presenca de Cd (Figura 4B) ou do Zn (Figura 4D).

Na presenca de Cd (Figura 4F) e Cu (Figura 4G), C. necator UFLA 02-
71 apresentou padrdes de crescimento semelhantes entre si, e producdo de
exopolissacarideos visualmente maior do que no controle (Figura 4E). Na
presenca de Zn esta estirpe manteve a mesma forma celular, no entanto com

elevada producdo de exopolissacarideos (Figura 4H).
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Figura 3 - Eletromicrografia de varredura da biomassa microbiana das estirpes
LMG 19424T (A, B, C e D) e UFLA 01-659 (E, F, G e H) em
diferentes tratamentos do experimento de remocéo de metais (A e E
—controle, BeF-Cd,CeG—-Cu,DeH-2n)

[}




59

Figura 4 - Eletromicrografia de varredura da biomassa das estirpes UFLA 01-
663 (A, B, C e D) e UFLA 02-71 (E, F, G e H) em diferentes
tratamentos do experimento de remocao de metais (A e E — controle,

BeF-Cd,CeG-Cu,DeH-2Zn)

i

- ) .. ; ;
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Nas imagens geradas em microscopio eletronico de transmissdo (MET)
é possivel observar que houve um acimulo de todos os metais (Figura 5 B, C,
D) tanto na membrana citoplasmatica como na parede celular. Os metais Cu
(Figura 5 C) e Zn (Figura 5 D) também apresentaram acumulo no interior das
células da estirpe UFLA 01-659.

Figura 5 - Eletromicrografia de transmissdo da estirpe UFLA 01-659 apds o
experimento de remogdo de metais nos tratamentos: controle sem a
presenca de metais (A), Cd na concentragdo de 1 mM (B), Cu (C) e
Zn (D) na concentracdo de 2 mM. Setas indicam os locais mais
contrastados onde houve acimulo dos metais
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4 DISCUSSAO

Na literatura séo relatados valores de CMI, taxa de remocao de metais e
teor na biomassa bacteriana vinculada a estirpes resistentes a metais pesados.
Por exemplo: em relagdo ao metal Cd foram registrados valores de CMI de 0,75
- 3 mM para Pseudomonas, Enterobacter sp., Acinetobacter sp. e Cupriavidus
metallidurans CH34, esta ltima considerada altamente tolerante (Chien et al.,
2011; Chien et al., 2008; Klonowska et al., 2012). Quanto ao acimulo na
biomassa, Bianucci et al. (2011) estudando estirpes de Bradyrhizobium observou
teores de Cd na biomassa de 7,7 mg g™

A estirpe C. necator UFLA 01-659, deste estudo, apresentou valores de
CMI de aproximadamente 5,00 mM de Cd em meio liquido, e taxa de remocao
de 9,00 mg L™ de Cd em meio de cultura, e o elevado teor de 16,3 mg g™ do
metal na biomassa, valores estes superiores aos anteriormente relatados na
literatura.

Em relacdo ao metal Cu, sdo registrados valores de CMI de 5,00 mM
para Pseudomonas, Cupriavidus taiwanensis e bactérias endofiticas, e teores de
0,838 mg g* na biomassa de Pseudomonas sp. (Chen et al., 2008; Li &
Ramakrishna et al., 2011; Luo et al., 2011). Em nossos estudos registramos o
valor de CMI semelhante ao ja relatado (5,00 mM), porém os indices de taxas de
remocdo de 4,6 mg L™ e teores de Cu na biomassa de 4,4 mg g™ para estirpe
UFLA 01-659 foram bastante expressivos.

Li & Ramakrishna (2011) isolando cepas de Pseudomonas de lagos de
sedimento, obtiveram valores de CMI 6 mM de Zn em meio s6lido e contelido
de 15,877 mg g™ de Zn na biomassa. Klonowska et al. (2012) obteve valores de
CMI de 15 mM de Zn para alguns isolados, entretanto neste mesmo estudo a
estirpe LMG 194247 apresentou elevado indice CMI de (10 mM), bem superior
ao encontrados em nosso trabalho (3,59 mM). Esta baixa tolerdncia em nossos

experimentos, pode ser devido & presenca de TRIS no meio de cultura, que
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confere uma alta disponibilidade do metal. Em nosso trabalho a estirpe UFLA
01-659 também apresentou alta tolerancia a Zn (14,66 mM) e indices menos
expressivos de remocéo (3,24 mg L™) e teores (4,1 mg g™) de Zn na biomassa.

A superioridade da estirpe UFLA 01-659 em tolerar os metais estudados
também é notada nas imagens geradas em MEV (Figura 3), em que nao sao
notadas alteracdes no padrdo de desenvolvimento (tamanho de células e
producdo de exopolissacarideos), quando comparamos aos cultivos com metais
com o controle.

Sua alta eficiéncia em remover os metais do meio de cultura se
expressava ora por meio da alta producdo de biomassa (observados nos cultivos
com Cd e Cu), ora por teor superior do metal na biomassa (quando cultivada
com Zn), observados na Figura 1 e 2. Babu et al. (2015) atribui a eficiéncia em
remocdo de metais pesados do meio de cultura a capacidade das estirpes em
produzir uma maior densidade de células e nas saturacBes de locais de adsor¢édo
de metais na superficie das células.

Chien et al. (2013) observou uma maior producdo de exopolissacarideos
por estirpes bacterianas com a presenca e 0 aumento dos teores dos metais
cadmio e niquel no meio de cultura. Contudo, ndo pode observar diferenca na
producdo de exopolissacarideos entre as estirpes que apresentaram maior e
menor taxa de remoc¢do de metais, afirmando assim que a maior remocgao pode
estar ligada a composicdo destes exopolissacarideos e sua capacidade de
adsorcdo de metais.

Em nosso trabalho, a presenca de metais no meio de cultura induziu a
producdo de exopolissacarideos nas estirpes LMG 19 424T e UFLA 02-71
(Figura 3 e Figura 4), porém estas estirpes apresentaram menor taxa de remogao.
Em relacdo aos mecanismos de toleréncia, Babu et al. (2015) verificou que 0s
complexos de multimetais (As, Cd, Cu, Pb e Zn) foram encontrados na

superficie das células e extracelularmente, atribuindo a producdo de
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exopolissacarideos um importante papel na complexagdo de metais
extracelularmente.

Contudo, em experimentos de isotermas de adsorcdo de Zn por biomassa
de Pseudomonas aureofaciens foi observado uma maior adsor¢cdo do metal pela
estirpe que apresentava pouca producdo de exopolissacarideos a partir da
concentragdo de 0,4-0,45 mM de Zn em solugdo de equilibrio (Drozdova et al.,
2014). Em vista dos trabalhos relatados e do encontrado por n6s nas imagens
geradas em MEV, pode se dizer que a producdo de exopolissacarideos é uma
resposta a presenga de metais, mas apresenta pouca contribuicdo na remocéo de
metais pesados do ambiente.

Ages et al. (2008) detectou a presenca de Cd associado a células
bacterianas de Stenotrophomonas maltophilia por MEV com sistema EDX
acoplado, entretanto ndo foi possivel a determinacdo exata da alocacdo dos
metais por esta técnica. Para estes autores, a presenca de Cd reorienta o
metabolismo bacteriano para producdo de cisteina para posteriormente utiliza-la
como precursor na formacdo de particulas de sulfeto de cadmio (CdS). Para
Wang et al. (2015) a alta resisténcia de Cupriavidus gilardii CR3 a diversos
metais se deve principalmente pelo eficiente sistema de efluxo de ions,
complexacdo e reducdo de metal, e de uma forma indireta, por sua capacidade de
autorreparacéo.

Desta forma pode se inferir que a alocacdo dos metais é determinada
pelos mecanismos de tolerancia desempenhados por cada estirpe bacteriana. A
alocacdo de Cu e Zn no interior das células de UFLA 01-659 pode indicar que a
estirpe apresenta baixa capacidade de extrusdo dos metais via bombas de efluxo
de protons, elou que realiza a complexacdo de metais formando particulas
intracelularmente. J& a presenca de Cd apenas na membrana citoplasmatica e na
parede celular pode indicar que ha uma extrusdo eficiente deste metal e que sua

alta taxa de remogédo se deve principalmente a fenémenos fisicos de adsorcéo.
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5 CONCLUSOES

C. necator UFLA 01-659 apresentou maior capacidade de tolerar e
remover Cd devido alta produgédo de biomassa e adsor¢do na membrana e parede
celular.

A eficiéncia na remocdo de Cu e Zn por C. necator UFLA 01-659 é
expressa pela sua capacidade de complexagdo intracelular e adsor¢do na
membrana e na parede celular.

A presenga de metais no meio de cultura induz a producdo de
exopolissacarideos pelas estirpes LMG 19424T e UFLA 02-71, com pouca

contribuicdo para remocéo de metais.
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RESUMO

Bactérias contribuem para imobilizacdo de metais pesados por meio da
biossorcdo. Este processo de interesse biotecnoldgico sofre influéncia de
diversos fatores, o que o torna dificil de ser descrito ou estimado. Neste trabalho
submetemos a biomassa de células vivas e mortas (por autoclavagem) da estirpe
Cupriavidus necator UFLA 01-659 a experimentos de cinética (10-520 minutos)
e isoterma (0-600 mg L™) de biossorcdo de metais. Ambos 0s experimentos
foram realizados para os metais cadmio (Cd), cobre (Cu) e zinco (Zn),
separadamente. O ajuste dos dados da isoterma aos modelos de Langmuir e de
Freundlich foi verificado. Foram realizadas eletromicrografias de transmissao
das células vivas dos tratamentos com 300 mg L™ de cadmio, e 600 mg L™ de
cobre e de zinco em solucdo, pra investigar a alocacdo destes metais na célula.
Nos periodos de tempo avaliados houve pouca diferenciacdo na biossorcdo de
metais, que foi restrita a alguns periodos de incubacdo. Entretanto na isoterma
em funcdo da concentragdo, verificou-se que o aumento da concentracdo dos
metais em solucdo induziu a uma maior biossorcdo (mg g*), para todos os
metais, com alto ajuste dos dados para 0 modelo de Freundlich. Na isoterma foi
possivel verificar que células vivas tem maior capacidade de biossorcdo de Cu
que células mortas. As maiores porcentagens de metais removidos foram
apresentadas por Cd (aproximadamente 52%), seguida de Zn e Cu (36 e 20%). A
estirpe de Cupriavidus necator UFLA 01-659 possui a capacidade de acumular
Cdo e Zn no interior da célula, enquanto que o Cu parece ficar retido entre a
membrana e a parede celular, o que justifica a maior biossorcdo realizada por
células vivas. Como os dados apresentaram ajuste ao modelo de Freundlich,
provavelmente Cupriavidus necator UFLA 01-659 apresente capacidades
superiores de biossor¢do destes metais.

Palavras-Chave: metal pesado, biorremediagdo, bactéria, microscopia eletrénica
de transmissao.
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados s@o poluentes encontrados em ambientes naturais
(solos e corpos d’agua), residuos industriais, e efluentes de indUstrias e de
estacOes de tratamento de esgoto (Valentim do Santos et al., 2015; Huang et al.,
2013; Manasi, et al., 2014; Zhou et al., 2013). Nestes ambientes 0s metais
podem sofrer imobilizacdo pela precipitagdo na forma de hidréxidos e sorcao
(Ferreira et al., 2013; Cao et al., 2013; Fernandez et al., 2015).

Os modelos matematicos propostos por Langmuir e por Freundlich tém
sido utilizados para descrever a capacidade de sor¢do de metais pesados a
superficies sélidas, como células bacterianas, auxiliando na elucidacdo do
comportamento destes metais em diversos ambientes (Gilbaz et al., 2015;
Cheng et al., 2015). No modelo de Langmuir ha uma estagnacdo da capacidade
de sorcdo, e este tem sido usado para descrever a sor¢do em monocamada. J& no
modelo de Freundlich a capacidade de sor¢do aumenta indefinidamente, sendo
tipica para sor¢do em multicamada.

Nos solos 0s metais pesados sofrem sor¢do por particulas sélidas, como
minerais e macromoléculas organicas, expressa por interacbes fisicas e
quimicas, que vdo desde as ligacGes fracas por forcas de Van Der Waals, a
ligacGes covalentes, de dificil reversdo. Dependendo do tipo e da proporcao dos
seus componentes solidos, podem apresentar um predominio de sor¢do em mono
ou multicamada (Yang et al., 2015; Gulbaz et al., 2015; Galunin et al., 2014;
Zhao et al., 2014).

Ja os microrganismos (presentes em praticamente todos os ambientes),
além destas interacGes, apresentam outras mais complexas, que envolvem sua
constituicdo e capacidades biologicas de acumulacdo, e sdo mais dificeis de
serem descritas. Geralmente, a capacidade de biossor¢do de metais pesados por
microrganismos é influenciada por diversos fatores como: tipo de elemento

quimico, concentracdo de metal em solucdo, pH do meio, temperatura,
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concentracdo de biossorbato e tempo de exposicdo do metal ao biossorbato
(Chen et al., 2008; Kim et al., 2015; Chatterjee et al., 2010; Fan et al., 2014;
Salvadori et al., 2014).

A contribuicdo de microrganismos na imobilizacdo via biossor¢édo de
metais pesados tem sido estudada com fim biotecnoldgico da remediagdo de
represas de rejeito de mineracdo e em tratamento de efluentes (Salvadori et al.,
2014; Al-Gheethi et al., 2014; Naz et al., 2015). Neste contexto, bactérias do
género Cupriavidus sdo promissoras por apresentarem alta tolerdncia e
capacidade de biossorcao de metais pesados (Ferreira et al., 2012; Klonowska et
al., 2012; Fan et al., 2014). Outro aspecto interessante deste género é a sua
versatilidade, que em simbiose com Mimosa pudica pode induzir uma maior
biossorcdo de cadmio, cobre e chumbo por parte da planta, e a0 mesmo tempo
ser capaz de fixar nitrogénio atmosférico (Chen et al., 2008).

Neste estudo, tivemos por objetivo avaliar a capacidade de Cupriavidus
necator em realizar a biossor¢do de cAdmio, cobre e zinco, assim como o ajuste
dos dados de isoterma de biossorcdo aos modelos de Langmuir e Freundlich, e

demonstrar a alocacdo dos metais na célula bacteriana.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo do biossorbato

A estirpe UFLA 01-659, da espécie Cupriavidus necator (Silva et al.,
2012), foi cultivada em meio Luria Bertani (LB) liquido (Sambrook et al., 1989)
por 4 dias, a 28°C sob agitagdo horizontal de 110 rpm. Ap6s o periodo de
cultivo, as células foram centrifugadas e passaram por duas lavagens em agua
deionizada estéril (Chang et al., 1997). Para os experimentos com células
mortas, a biomassa obtida apés a centrifugacao foi autoclavada por 20 minutos a
120°C, e pressdo de 1 atm. A densidade de biomassa de células bacterianas

utilizada nos experimentos foi de 2 g L™ em solucéo com os metais.
2.2 Cinética de biossorcao de metais

Foi avaliada a capacidade de biossorcdo dos metais caddmio (Cd), cobre
(Cu) e zinco (Zn) por células vivas e mortas, em funcdo do tempo de incubacao.
Para tanto, a biomassa de células foi ressuspendida em 50 mL de solugédo
contendo os metais Cd, Cu e Zn na concentracdo de 100 mg L™, sendo um
experimento para cada metal. O pH da solucdo foi previamente ajustado em 5
para Cu e Zn e 6 para Cd com solucdo de TRIS (100 mM) para evitar a
precipitacdo dos metais (Chang et al., 1997).

As amostras foram incubadas a 28°C e agitados a uma rotacdo de 110
rpm por 10, 20, 40, 70, 120, 200, 320 e 520 minutos, com trés repeticdes para
cada tempo. Foram realizadas centrifugagbes das amostras e coletados o
sobrenadante para analise da concentragdo dos metais pesados, que corresponde

a concentragdo de equilibrio (C.), em espectrofotdmetro de absorcéo atdmica.
2.3 Isotermas de biossorcao de metais

A biossorcao de metais foi avaliada submetendo células vivas e mortas a

concentragBes crescentes de metais pesados nas mesmas condi¢cbes de pH,
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agitacdo e temperatura utilizado no experimento de cinética de biossor¢do. Nas
isotermas com Cd as células foram expostas a 50 mL de solugdo contendo 0, 25,
50, 100, 150, 200, 250 e 300 mg L™ de Cd, e nas isotermas com Cu e Zn as
concentragdes utilizadas foram 0, 25, 50, 100, 200, 300, 450 e 600 mg L™, com
trés repeticdes para cada tratamento.

Em todas as isotermas o tempo de incubacdo foi de 200 minutos. Apds o
periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos, e o sobrenadante foi recolhido para determinacdo da concentracdo de

metais pesados em solucdo (C.) em espectrofotdmetro de absor¢édo atdmica.
2.4 Microscopia eletronica de transmissao

Os pellets obtidos ap6s a centrifugacdo das amostras dos tratamentos
com 300 mg L™ de Cd e 600 mg L™ de Cu e Zn da isoterma de biossorcéo de
metal foram fixado em solu¢do de Karnovsky, lavados em tampé&o cacodilato e
pos-fixado em tetrdxido de 6smio por duas horas, e acetato de uranila (0,5%) por
12 horas. Em seguida, realizou-se a desidratacdo em gradiente de acetona (25,
30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 95 e 100%), e infiltracdo em resina SPURR,
finalizando com emblocamento. Foram realizados cortes ultrafinos em
ultramicrétomo. As contrastacGes dos cortes foram realizadas com acetato de

uranila e citrato de chumbo.
2.5 Calculos de dados e analise estatistica
2.5.1 Cinética e isoterma de biossor¢éo de metais pesados

Foram calculados os valores de biossorgdo de metais (mg g™) tanto na

cinética como na isoterma pela seguinte equagao:

Equacdo 1: g. =V (Ci-C¢) IM
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Onde: ge (Mg g*) é a quantidade de metal biossorvido pela biomassa
bacteriana; V é o volume (L) de solu¢do de metal ao qual a biomassa foi
exposta; C; (mg L™) é a concentraco inicial do metal em solugdo; C. (mg L™) é
a concentracdo de equilibrio (final) do metal em solucéo; e M (g) é a massa em
peso do biossorbato (biomassa bacteriana). A diferenca entre as médias de
biossorcdo dos tempos de incubacdo e concentracdo de metais foram indicadas
por barra de erro.

A porcentagem de metal removido foi calculada pela seguinte formula:

Equacéo 2: %=((C;-C.)/C;)*100

2.5.2 Ajuste dos dados aos Modelos de Langmuir e Freundlich

A partir dos dados de C. e g. da isoterma foi verificado o ajustes dos
dados aos modelos de Langmuir e Freundlich por andlise de regressdo, adotando
o0 grau de significancia de 5%, utilizando o software SISVAR.

Sendo, 0 modelo de Langmuir:
Equacdo 3: e = Om.KL.Ce/(1+KL.Cy)
Onde, gn (Mg L™) €é a capacidade méaxima de biossor¢éo do biossorbato
e K. (mg L™ é uma constante de Langmuir relacionada a energia de ligacio do
metal ao biossorbato.

E o modelo de Freundlich:

Equacio 4: g:=Kg.C,MNV
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Em que Kr e N séo constantes do modelo de Freundlich que descrevem
a taxa (linear e exponencial) de aumento da biossor¢do em funcdo da

concentragdo do metal em solugéo.
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3 RESULTADOS
3.1 Cinéticas de biossorcao de metais pesados

A influéncia do tempo de incubacao na biossor¢do dos metais estudados
é apresentada na Figura 1 com pouca variagdo entre os tempos de incubacéo,
indicando que a biossorcdo de metais pela biomassa da estirpe Cupriavidus
necator UFLA 01-659 ocorre de forma rapida.

Foram registrados valores médios de biossor¢do na faixa de 19,7-23,7
mg g de Cd em biossorbato. A biossorcdo de Cd por células vivas apresentou
um discreto aumento com o aumento do tempo de incubacdo, ja as células
mortas apresentaram um discreto decréscimo. Isto implicou numa diferenciacdo
na biossorcdo entre células vivas e mortas, com maior biossor¢do por células
mortas nos menores tempos de incubacdo (10 e 20 minutos) e o inverso nos
periodos de incubacdo de 120 minutos e superiores.

A biossorcio média de Cu variou entre 7,3-96 mg g', com
diferenciacdo entre as células vivas e mortas apenas nos tempos de 10, 200 e 520
minutos, com maior biossorcdo por células vivas. Ja a biossorcdo de Zn
apresentou expressiva flutuacdo, variando de 11,3 a 16,9 mg g*, ndo sendo
possivel estabelecer uma diferenciacdo consistente entre os tempos de incubacgéo

ou células vivas e mortas.

3.2 Isoterma de biossorcéo de metais pesados e ajuste dos dados aos

modelos de Langmuir e Freundlich

A biossorcdo de todos os metais estudados foi elevada com o aumento
da concentracdo dos metais em solucdo, tanto por células vivas como mortas
(Figura 2). Na isoterma com Cd apenas na maior concentragdo avaliada (300 mg
L") foi observado uma maior biossorcdo por células vivas, e nas demais

concentragdes ndo houve diferenca entre células vivas e mortas.
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Na isoterma de biossor¢do de Cu observou-se uma clara diferenciacédo
com maior biossorcdo apresentada pelas células vivas, em todas as
concentragBes de Cu testadas. Para zinco a diferenciacdo s6 foi possivel na
concentracdo de 200 mg L™, com maior biossorcdo apresentada pelas células
mortas.

Observando os maiores valores de biossorcdo registrados nas isotermas,
a biomassa de C. necator UFLA 01-659 alcancou indices de biossorcao de 74,5,
53,6 € 92,4 mg.L™ de Cd, Cu e Zn, respectivamente, realizada por células vivas.

Se observarmos a porcentagem de metal extraido, nota-se que houve
uma maior remocdo de Cd, seguido de Zn e Cu. A remocdo de Cd variou de
41,2-52,5 % nas diferentes concentragdes testadas, enquanto que a remocao de
Zn variou de 17,1-356 % e Cu de 7,6-19,6%. Apesar das flutuacGes
apresentadas, a porcentagem de metal removido ndo parece ser influenciada pela
concentracdo de metal em solucdo. Para Cd e Zn a porcentagem de remogdo
entre células vivas e mortas teve pouca diferenciacdo, enquanto que para Cu,

células vivas apresentaram uma maior remogao, tal como a biossorcao.
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Figura 1 - Cinética de biossorcdo de cadmio, cobre e zinco (100 mg L™ em
solucdo) por células vivas e mortas de Cupriavidus necator UFLA
01-569.
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Figura 2 - Isotermas de biossorcdo de cadmio, cobre e zinco (representadas por
grafico de barras) e porcentagem de remogdo de metais (representada
por grafico de linhas) por células vivas e mortas de Cupriavidus
necator UFLA 01-659 em diferentes concentracbes dos metais em
solugdo.
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Os dados de isotermas de biossorcdo dos metais pesados ndo
apresentaram ajuste para o modelo de Langmuir, em nenhum dos metais,
apresentado baixos valores de coeficiente de determinacéo (R?) e equacdes ndo
significativas (dados ndo apresentados). JA& o modelo Freundlich apresentou
melhor ajuste para os dados de biossorcdo para todos os metais estudados, tanto
para células vivas como mortas, com equacdes altamente significativas e
elevados coeficiente de determinacdo (Tabela 1). A proximidade dos dados
originais com os estimados pelo modelo de Freundlich pode ser verificada nos
gréaficos de biossor¢do apresentados na Figura 3.

A constante Kg apresentou maiores valores para Cd, para ambas as
células vivas e mortas. Os valores da constante exponencial do modelo de
Freundlich (1/N) foram bastante semelhantes entre 0os metais e para células vivas
e mortas. Apenas a biossor¢do de Zn por células vivas apresentou um fator

exponencial (1/N) um pouco maior.
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Tabela 1 - Constantes do modelo de Freundlich para biossor¢cdo dos metais
cadmio (Cd), cobre (Cu) e zinco (Zn) por células vivas e mortas de
Cupriavidus necator (UFLA 01-659).

Metal Célula Ke 1/N R? P
Cd Viva 0,2922 1,1061 0,9798 *x
Morta 0,4168 1,0123 0,9582 *x

Cu Viva 0,0934 1,0273 0,9825 *x
Morta 0,0490 1,0253 0,9653 ok

Zn Viva 0,0669 1,2157 0,9762 *x
Morta 0,1374 1,0844 0,9507 *x

**Equacles altamente significativas (P<0,01).
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Figura 3 - Dados originais e estimados pelo modelo de Freundlich da biossor¢éo
de cadmio, cobre e zinco por células vivas e mortas de Cupriavidus
necator UFLA 01-659 em funcdo da concentracdo de equilibrio dos

metais.
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Pela eletromicrografia de transmissdo pode-se verificar que houve
diferenciacdo na alocacdo dos metais nos processos de biossor¢do. O Cd
apresenta em maior incidéncia no interior da célula (Figura 4 B), enquanto que
Cu aparenta estar alocado entre a membrana e a parede celular (Figura 4 C). O
metal Zn pode ser notado no interior da célula, e adsorvido tanto na membrana
quanto na parede celular (Figura 4 D).

Figura 4 - Eletromicrografia de transmissdo de células da estirpe de Cupriavidus
necator UFLA 01-659 submetidas a experimentos de biossor¢do de
cadmio (B), cobre (C) e zinco (D), e o controle negativo (A) sem a
presenca de metais.

5 &
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4 DISCUSSAO
4.1 Capacidade de biossorcdo de metais e sua modelagem

Apesar da elevada toxidez do Cd, a estirpe Cupriavidus necator UFLA
01-659 apresentou maior eficiéncia na remogéo deste metal em comparacgéo com
0s demais metais, removendo em torno de 50% do metal em solucdo, e
apresentando uma biossorcéo de 74,54 mg g™ de Cd na biomassa, superior ao
relatado nos poucos trabalhos existentes na literatura. Esta maior capacidade de
remocdo de Cd em comparagdo aos demais metais também pode ser notado
pelos maiores valores da constante Kg (0,2922 e 0,4168) do modelo de
Freundlich apresentado pelos dados obtidos na isoterma de biossor¢do em
funcéo da concentragdo de metal (Tabela 1).

Ansari e MaliK (2007) obtiveram valores de biossorcio de até 56 mg g™
de Cd em biomassa de isolados bacterianos incubados com solucdo de Cd de
400 mg L™ com ajuste para o modelo de Freundlich. Enquanto que
Pseudomonas sp. LKS06 apresentou capacidade maxima de biossorcdo de
apenas 27,5 mg g™ de Cd (Huang & Liu, 2013).

Kim et al. (2015) avaliando a capacidade de biossorcdo de diversas
bactérias registrou valores de méxima adsorcdo de Cd de 64,28 mg g
desempenhada pela estirpe Bacillus catenulatus JB-022, e com alto ajuste de
seus dados com o modelo de sor¢do proposto por Langmuir para todas as
estirpes estudadas.

E importante salientar que pelo modelo de Langmuir, ha uma saturagio
da capacidade de biossorcdo do metal pelo biossorbato. Enquanto que pelo
modelo de Freundlich ndo é possivel estabelecer a capacidade maxima de
biossorcdo com os dados obtidos, tal como foi observado em nossos

experimentos.
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A biossorcdo de Cu (53,6 mg g™*) por C. necator UFLA 01-659 foi a
menos expressiva gquando comparada aos demais metais e ao relatado na
literatura. Os valores de Kr também foram os mais baixos (0,0934 e 0,0490). A
estirpe Cupriavidus metallidurans CH34, por exemplo, obteve valores de
capacidade maxima de biossorco de até 86,78 mg g™ de Cu e ajuste dos dados
com modelo de Langmuir (Fan et al., 2014). Porém, Geobacillus
thermodenitrificans apresentou capacidade méxima de biossorcdo de 50 mg g™
de Cu, semelhante ao que encontramos (Chatterjee et al., 2010), enquanto que
Cupriavidus taiwanensis obteve uma biossorcdo de apenas 19,0 mg g™ de Cu
(Chen et al., 2008).

O maior valor de biossorgdo de Zn por C. necator UFLA 01-659 foi de
92 mg g*, que assim como o Cd, apresentava valores bastantes elevados de
biossorcdo quando comparado ao ja relatado. Li et al. (2010) observou maior
biossorcdo (75,85 mg g') de Zn por células mortas de Streptomyces
ciscaucasicus, enquanto que Chatterjee et al. (2010) obteve valores de 48,26 mg
g™ para Geobacillus thermodenitrificans.

Avaliando a capacidade de C. necator UFLA 01-659 de realizar
biossorcdo dos metais, € importante ressaltar que os incrementos de biossor¢éo
em funcdo do aumento da concentracdo do metal em solu¢do ndo haviam
alcancado estagnacao, conforme o modelo de Freundlich, sendo possivel que a
estirpe C. necator UFLA 01-659 apresente maiores indices de biossor¢do para 0s

metais estudados.
4.2 Alocacdo de metais versus capacidade de biossorc¢éo

A alocagdo dos metais no processo de biossor¢do revelados pelas
eletromicrografias de transmissdo (Figura 4) pode auxiliar na elucidagdo da
diferenciacdo da capacidade de biossor¢cdo de células vivas e mortas. Na

biossorcdo de Cu por Cupriavidus necator UFLA 01-659 houve uma clara
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diminuicdo da biossorgdo por células mortas, ficando evidente que a manutencao
da estrutura celular é imprescindivel num processo eficiente de biossor¢do do
metal, ja que as células parecem aprisionar o metal entre a membrana e a parede
celular.

Porém esta diferenciagdo entre células vivas e mortas parece variar em
funcdo do metal (ja que ndo observamos esta diferenciagdo para Cd e Zn) e em
funcdo da estirpe estudada. Bacillus subtilis e Bacillus megaterium, por
exemplo, ndo apresentam diferenciacdo entre células vivas e mortas na
biossorcdo de niquel, enquanto que Burkholderia cepacia e Chryseomonas
luteola apresentam maior biossorcdo por células mortas (Al-Gheethi et al.,
2014).

Para Cd e Zn, apesar de um acimulo bastante evidente destes metais no
citossol (Figura 4), a ruptura da estrutura celular em células mortas parece ndo
interferir consideravelmente na capacidade de biossor¢do. O que nos indica que
a contribuicdo dos acumulos de metais no citossol em células vivas é
compensada pela maior superficie de contato das particulas de células mortas.

Fan et al. (2014) aponta como possiveis locais de interacdo de Cu com a
biomassa de bactérias a ligacdo com lipoproteinas e interacdo com proteinas e
polissacarideos. Ja os estudos com Pseudomonas sp. LKSO06 indicam que 0s
grupamentos amina, carboxilicos, fosfatos e hidroxilas podem estar envolvidos

no processo de biossor¢do de Cd (Huang & Liu, 2013)
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5 CONCLUSOES

A capacidade de biossorcdo de Cd, Cu e Zn pela biomassa da estirpe de
C. necator UFLA 01-659 foi elevada, tanto por células vivas como mortas, e
apresenta potencial de biossor¢do superior ao observados nas concentracfes de
metais testadas.

A alocacgéo de Cu entre a parede e a membrana celular implicou numa
maior biossor¢cdo do metal por células vivas.

A alocacdo dos metais na parede e membrana celular, assim como
intracelularmente se deu de forma diferenciada para os metais pesados com

maior biossogdo para os metais alocados intracelularmente (Cd e Zn).
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