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RESUMO

Com o aumento do desenvolvimento tecnologico e industrial, uma grande quantidade
de contaminantes, tanto de carater industrial, quanto agricola vem aumentando no
Brasil nas ultimas décadas. Inimeras técnicas visam diminuir as agressfes, que
esses provocam ao meio ambiente. Infelizmente, tais técnicas por si s6 ndo sao
suficientes para o controle da degradacdo sofrida pelos recursos naturais. A
biorremediagao pode ser considerada como um novo processo para o tratamento de
areas impactadas mediante 0 uso de microrganismos capazes de modificar ou
decompor poluentes agressivos ao ambiente. O presente trabalho expde um estudo
do comportamento de Klebsiella oxytoca CIP 79.32 em solu¢des contendo cromo
hexavalente. Este foi diluido em caldo BHI como fonte de carbono, juntamente com
dicromato de potassio numa concentracdo de 300 mg L™, no qual o efluente foi
utilizado para averiguacao da curva de crescimento e quantificacdo da reducdo num
intervalo de sete dias a 32°C. Para atividade da enzima cromato-redutase no meio
extracelular foram utilizadas trés concentracées de cromo: 75, 150 e 300 mg L™ &
32°C por 48 horas. Foi possivel observar um crescimento 6timo da linhagem
bacteriana no efluente contaminado e, como consequéncia, houve uma reducédo na
taxa do ion metélico presente nos inoculos, numa média de 93%. Entretanto, o
microrganismo, ndo apresentou nenhuma atividade enzimatica no meio extracelular.
Com os resultados obtidos, a aplicacéo da linhagem de Klebsiella oxytoca CIP 79.32
em processos de biorremediacédo € aconselhavel, visto a grande taxa de reducao de

cromo hexavalente.

Palavras-chave: fon cromo hexavalente, Klebsiella oxytoca CIP 79.32, Cromato—

redutase.



ABSTRACT

With increasing technological and industrial development, a large amount of
contaminants, both industrial character, as agriculture is increasing in Brazil in recent
decades. Numerous techniques aim to reduce aggression that these cause to the
environment. Unfortunately, such techniques alone are not sufficient to control the
degradation suffered by natural resources. The bioremediation can be considered as a
new procedure for the treatment of areas impacted by the use of microorganisms
capable of modifying or decomposing pollutants harmful to the environment. This
paper presents a study on the behavior of Klebsiella oxytoca CIP 79.32 in solutions
containing hexavalent chromium. This was diluted in BHI broth as a source of carbon
along with potassium dichromate in a concentration of 300 mg L™, where the effluent
was used to investigate the growth curve, and quantification of reducing an interval of
seven days at 32°C. For chromate-reductase enzyme in the extracellular medium
activity three concentrations of chromium were used: 75, 150 and 300 mg L™ at 32°C
for 48 hours. It was possible to observe a great growth of bacterial strain in
contaminated effluent and, consequently, a reduction in the rate of metal ion present in
the inoculum, an average of 93%. However, the microorganism, showed no enzyme
activity in the extracellular medium. With the results obtained, the application of strain
of Klebsiella oxytoca CIP 79.32 in bioremediation process is advisable, since the vast

reduction rate of hexavalent chromium.

Keywords: Hexavalent chromium ion, Klebsiella oxytoca CIP 79.32, Chromate-

reductase.
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1 INTRODUCAO

O Brasil demonstra nessas Ultimas décadas uma maior preocupacao em
relacdo ao meio ambiente e, inimeras técnicas que visam diminuir a agressao.
Infelizmente, essas técnicas, por si s6 ndo sao suficientes para o controle da
degradacéo sofrida pelos recursos naturais. Para assegurar o manejo correto do
meio ambiente € necessario que o desenvolvimento seja promovido de forma
sustentavel, e que o0 uso dos recursos naturais seja realizado com responsabilidade
e coeréncia, preservando-os e disponibilizando-os para as futuras geracdes
(CARNEIRO & GARIGLIO, 2010). Quando isso ndo é possivel, uma alternativa deve
ser utilizada, entdo os reparos aos danos ambientais, devem ser feitos de forma
rapida e preferencialmente de baixo custo, porém é uma questao dificil de conciliar,
pois 0s processos de manutencdo do ambiente estdo associados a longos periodos
e a altos custos. (ABBAS, 2003; SILVEIRA & SPAREMBERGER, 2004).

Os processos biotecnoldgicos que utilizam microrganismos e enzimas por eles
liberadas encontram-se neste novo contexto de procura por opcdes viaveis,
econbmica e ambientalmente. A habilidade de biodegradacdo de compostos pode
ser utilizada para a reducdo de impactos ao meio ambiente. Uma pratica muito
antiga € a biotransformacdo de compostos organicos por bactérias e fungos,
denominado de compostagem, no qual 0s povos gregos, romanos e orientais ja
utilizavam esse processo na biodegradacéo dos residuos produzidos pela sociedade
da época. (NOURBAKHSH et al., 2002).

A biorremediacdo pode ser considerada como uma nova estratégia para o
tratamento de locais impactados mediante o uso de microrganismos capazes de
modificar ou decompor poluentes. As estratégias de biorremediacdo incluem a
utilizacado de microrganismos autoctones, ou seja, da propria area a ser revitalizada,
a adicdo de agentes estimulantes como: a) nutrientes, oxigénio e biossurfactantes
(bioestimulacdo) e; b) a inoculagdo de consorcios microbianos enriquecidos
(bioaumento). O beneficio desses processos é a mineralizacdo do poluente, isto €, a
sua transformacao em gés carbdnico, agua e biomassa (BENTO et al., 2003).

A técnica de biorremediacdo tem sido um processo de crescente utilidade e
uso para o controle de contaminantes, principalmente compostos metalicos, onde

um dos principais constituintes € o cromo, na sua forma hexavalente, que afeta e
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prejudica o meio ambiente e a saude humana (ABBAS, 2003; SANTOS, et al.,
2007).

O cromo € um metal pesado, obtido através do beneficiamento do minério da
cromita (FeCr,0,4), podendo ser encontrado em alguns estados de oxidacao, sendo
os estados mais importantes o cromo bivalente (redutor), cromo trivalente (mais
estavel) e o cromo hexavalente (oxidante), onde esse estado de oxidacdo apresenta
0 maior grau de toxicidade das suas espécies. A concentracdo permitida para o
lancamento de efluentes com cromo, segundo a Resolugdo CONAMA 430/2011
(CONAMA/MMA, 2011) é no méximo 0,1 mg L™ para cromo hexavalente e 1,0 mg L™
de cromo trivalente, porém efluentes industriais lancados no ambiente, que nao
possuirem um tratamento antecipado, poderdo conter concentragcdes muito elevadas
do fon (CONCEICAOQ, 2006; BAE et al., 2005).

Apesar do cromo hexavalente ser um agente quimico de carater toxico, tanto
para 0s seres eucarioticos, quanto para 0s procariéticos, no qual os mecanismos
da resisténcia perante o contaminante tém sido identificados na comunidade
microbiana. Essa resisténcia é altamente atribuida a baixa absor¢cdo ou a
reducdo biolégica, por enzimas, principalmente do grupo das cromato-redutases,
que transformam rapidamente o cromo hexavalente em cromo trivalente, mais
estavel e de menor toxicidade. A producdo de enzimas seria responsavel pela
rapida reducdo do ion cromo hexavalente no citosol celular e seu efluxo, sendo
precipitado no meio externo provavelmente como hidréxido de cromo
(CONCEICAO, 2006; RAMIREZ-DIAZ, 2009).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cromo

2.1.1 Propriedades quimicas do cromo

O cromo elementar € um metal de transi¢cdo, que possui humero atébmico igual
a 24, massa atdbmica 51,99 u, obtido a partir do minério de cromita (FeCr,O,4), e
possui estados de oxidacdo que variam de -2 até +6, em que os estados trivalente,
bivalente e hexavalente sdo as formas mais importantes e estaveis. O estado
bivalente é facilmente oxidado para o trivalente, mais estavel, embora a forma
hexavalente (incluindo cromatos) seja mais estavel do que a forma bivalente,
raramente € encontrado na natureza. As solu¢cdes de cromo hexavalente sao fortes
agentes oxidantes e altamente corrosivos. No ambiente, eles sdo geralmente
reduzidos a compostos trivalentes (CONCEICAOQ, 2006; NTP, 2011).

O cromo pode ser gerado nos processos de beneficiamento do minério de
cromita, no curtimento de peles, no refino de petréleo, na industria metalUrgica ou no
tratamento da madeira (TEIXEIRA et al., 2012).

2.1.2 Compostos contendo cromo

O cromo é normalmente encontrado em compostos quimicos na sua forma
trivalente, e pode ser visualizados em estruturas de 6xidos, hidroxidos ou sulfatos
(MATOS et al., 2008). Na forma de Oxidos o cromo pode ser encontrado nas
estruturas de Cr,03, que € um sélido verde, precedido pela queima de sua estrutura
anterior, o CrO3. Esse 6xido é utilizado em industrias, nos ramos de pigmentos para
tintas, cimento, borracha, catalizadores de reagdes quimicas e outros usos. O CrOs é
um solido com coloragdo alaranjada, obtido através da reacdo do &cido sulfurico
com o dicromato de potassio, um sélido vermelho — alaranjado, altamente téxico e
forte agente oxidante (CONCEICAOQ, 2006).

O cromo trivalente possui caracteristica estavel em meio acido, é facilmente
oxidado a cromo hexavalente em solucbes de carater basico. O cromo metélico €
inerte, pois possui uma pelicula de éxidos, por essa propriedade, o metal é utilizado
em eletrodeposicdo sobre ferro e outros tipos de metais, na protecdo contra a
corrosao (MATOS et al., 2008).
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2.1.3 Toxicidade do cromo

Milhares de pessoas estdo comumente expostas diretamente ao cromo, em
seus locais de trabalho. A exposi¢do aguda ao cromo hexavalente produz nduseas,
diarreias, danos no figado e rim, hemorragias internas, dermatites, e problemas
respiratorios, enquanto que a exposicdo aguda ao cromo trivalente raras vezes
resulta em efeitos toxicos, onde se torna mais grave quando ha risco de inalacao por
parte desses compostos. Outras fontes de contaminagao séo os cigarros, fumaca de
automoveis, emissdes vulcanicas, alimentos e 4gua contaminada. Entre as lesfes
causadas pela intoxicacdo por cromo, pode-se citar cancer na cavidade nasal,
hemorragia nasal, irritacdo da mucosa nasal e Ulceras. A manipulacdo de compostos
contendo cromo pode causar Ulcera de pele e forte alergia, sendo considerado o
metal que mais causa alergias em humanos (NTP, 2011).

Para a Organizacdo Mundial de Saude, a concentragdo maxima de cromo
hexavalente na agua potavel deve ser de 0,05 mg L™ (OMS, 1998). O valor foi
estabelecido pela instituicio em 1958, mas, segundo as Ultimas pesquisas
realizadas pelo National Toxicological Program, nos Estados Unidos, algumas
evidéncias comprovam que, mesmo em pequenas quantidades, a ingestdo de cromo

hexavalente pode provocar cancer
2.1.4 Cromo no meio ambiente

A grande demanda pode tornar o cromo um sério agente poluidor do ar, 4gua e
solo. A concentracdo média deste ion metalico em agua doce nao poluida é de 0,1 a
0,5 mg L* e em oceanos de 0,0016 a 0,05 mg L™, porém efluentes industriais
lancados no ambiente, que ndo possuirem um tratamento antecipado, podem conter
concentragdes muito elevadas de cromo (HAYASHI, 2001).

O cromo trivalente é encontrado em muitos suplementos alimentares, pois €
considerado um micronutriente necessario para a atividade biolégica da insulina e
para 0 metabolismo de carboidratos em seres humanos. Apesar de o cromo
hexavalente ser toxico para as células, mecanismos de defesa tém sido identificados
na comunidade microbiana, provavelmente pela selecdo natural em locais
contaminados (FERREIRA, 2002).
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2.1.5 Cromo em sistemas microbianos

O cromo, como outros metais, tal qual o niquel, molibdénio e o titanio &
necessario para alguns microrganismos em certas funcdes metabdlicas especificas.
As principais rotas metabdlicas em que o cromo é essencial sdo as requeridas ao
metabolismo da dextrose (glicose) e ativacdo enzimatica (CASTILHOS, 1998).

A entrada do metal nos microrganismos € realizada através do sistema de
transporte de sulfato, onde foi demonstrado primeiramente no género Salmonella e
posteriormente em uma linhagem bacteriana de E. coli, entretanto, em fungos o
transporte ocorre através do carreamento ndo especifico de anions no sistema de
permeases (CONCEICAO, 2006).

A utilizacdo de cromo hexavalente pelos microrganismos como aceptores de
elétrons ndo é recente, entretanto, esse assunto atualmente demonstra a extrema
importancia sobre a utilizacdo de bactérias e fungos, na eliminacdo de cromo
hexavalente de efluentes. As primeiras pesquisas nha area demonstraram que
anaerobios facultativos dos géneros Pseudomonas e Aeromonas, removiam 0 cromo
hexavalente na forma de um precipitado, o hidroxido de cromo (Cr(OH)s).
Consequentemente, outros estudos foram realizados, com diversas espécies e
constataram, que os géneros Bacillus, Achromobacter, Pseudomonas, Micrococcus
e a espécie E. coli, conseguiam reduzir a concentra¢do de cromo (CONCEICAO,
2006).

2.1.6 Resolucgdes

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a concentracdo maxima de cromo
hexavalente na agua potavel deve ser de 0,05 mg L™ (OMS, 1998). O valor foi
estabelecido pela instituicio em 1958, mas, segundo as Ultimas pesquisas
realizadas pelo National Toxicological Program, nos Estados Unidos, algumas
evidéncias comprovam que, mesmo em pequenas quantidades, a ingestao de cromo
hexavalente pode provocar cancer (NTP, 2011).

No Brasil a Resolugdo CONAMA 430/2011 (CONAMA/MMA, 2011) estabelece
que os valores maximos permitidos, para lancamento de efluentes com os ions de
cromo, ndo devem ultrapassar as concentracdes de 1,0 mg L™ para cromo trivalente

e de 0,1 mg L™ para cromo hexavalente.
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2.2 Microbiologia

2.2.1 Género Klebsiella

7

O género Klebsiella é de bactérias bacilares gram-negativas, aerdbias e
anaerébias facultativas, catalase positiva, oxidase negativa, KCN* e VP? positivo,
nao-moveis, capsuladas, da familia das Enterobacteriaceae. Ocorrem normalmente
no trato entérico, em isolamentos clinicos, na agua, no solo, no trato gastrointestinal,
em vegetais, frutas e nos cereais (ALMEIDA, 2005; BEHAR, 2004; FREITAS, 2007).

Esse género apresenta aspectos de colbnias diferentes de acordo com o meio
de cultivo, onde em meio Eosina Azul de metileno, sua morfologia tende a ser
grande, gomosa, com nucleo central escuro que se espalham pela placa, em relacéo
ao agar MacConkey, a sua aparéncia tende a ser de uma cor rosa-avermelhada,
pois fermentam a lactose, mucoéides em geral com difusdo do pigmento vermelho
para o agar circundante (PERES et al., 2007).

As principais espécies desse género sdo denominadas de K. oxytoca e K.
pneumoniae, onde a primeira tem sido utilizada industrialmente, na produgéo de
etanol, e atualmente, pesquisas indicam que suas linhagens conseguem produzir
gas hidrogénio (Hz). Nao apresenta uma alta patogenicidade como K. pneumoniae,
que infecta o sistema pulmonar, causando pneumonia. Essa bactéria também pode
ser encontrada no sistema urinario, mas esses casos S80 menos comuns que nos
pulmdes (MADIGAN et al., 2010).

Hoje em dia, esse género bacteriano estd sendo estudado ndo somente na
area clinica, mas também no ambiental, e varios estudos relatam a utilizacdo de
espécies de Klebsiella, na degradacado de metais, fungicidas e diversos compostos
organicos. Esse género de bactéria produz enzimas como peroxidase, catalase,
lacase e lignina peroxidase, que sédo de extrema importancia para industrias, onde
funcionam como catalisadores no tratamento de efluentes, em industrias de celulose
e papel, entre outras (LOPES, 2008).

A sequir, a Figura 1 demonstra col6nias tipicas de Klebsiella oxytoca.

! Potassium Cyanide (KCN) Broth-Test - KCN é usado para diferenciacdo de membros de Enterobacteriaceae
com base na tolerancia a cianeto de potaéssio.

% Testes de Voges-Proskauer - CALDO MR-VP (seg. CLARK - LUBS), Meio de cultura para diferenciagdo de
bactérias coliformes.
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Figura 1 - Crescimento de Klebsiella oxytoca CIP 79.32 em &gar MacConkey.

As colbnias rosa-clara indicam a capacidade de lactofermentacao.

~

Fonte: Autoria Propria, 2014.

2.2.2 Plasmideo

A resisténcia e a capacidade de utilizar certos compostos quimicos em seu
metabolismo se devem aos plasmideos, que sdo acido desoxirribonucleico (DNA)
extra cromossomais, que podem ser transferidos de bactérias de geracao a geracao,
levando informacgBes genéticas e novas caracteristicas as bactérias receptoras. Os
plasmideos estdo presentes em varias bactérias (UNIPAR, 1994).

Os plasmideos podem ser pequenos com baixo peso molecular, ou grandes
com alto peso molecular. Quanto maior o peso molecular do plasmideo, menor sera
0 numero de copias possiveis de serem realizadas, numa média de trés copias. Ja
os plasmideos de baixo peso molecular podem realizar até cem cépias por células
(PERCI, 1994).

Sua constituicdo é feita pela estrutura denominada de Fator de Transferéncia
de Resisténcia, que € um conjunto de genes necessarios para transferéncia, pelo
determinante, que é a estrutura responsavel pelas caracteristicas do plasmideo, e
pelo elemento IS, que é uma estrutura sequencial de DNA, responsavel pela sua
insercdo no cédigo genético da célula receptora (UNIPAR, 1994).

Existem varios tipos de plasmideos:

- Plasmideo F e F’: sdo responsaveis pelo fator de fertilidade bacteriana;
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- Plasmideo R: responsavel pelos fatores de resisténcia bacteriana a

antimicrobianos;
- Plasmideo COL (ou fator colicinogénico);
- Plasmideos responséveis pela fixacdo do nitrogénio do solo;
- Plasmideos que degradam metais pesados;

- Plasmideos codificadores de toxinas bacterianas.

2.3 Biorremediacao

Biorremediacdo é um processo no qual se utiliza organismos Vivos,
normalmente plantas ou microrganismos, tais como bactérias e fungos, com a
capacidade tecnoldgica de remover ou reduzir poluentes no ambiente. Esse
processo tem sido intensamente utilizado e recomendado como alternativa viavel
para o tratamento de ambientes contaminados, tais como aguas superficiais,
subterrdneas e solos, além de residuos e efluentes industriais (GAYLARDE et al.,
2005).

2.3.1 Fatores ambientais limitantes a biorremediacéo

2.3.1.1 Substrato primario

Se a concentracdo de um contaminante for muito baixa para suportar o
crescimento, deve ser degradado como um contaminante secundario. Por outro
lado, altas concentracdes de um contaminante que € usado como substrato primario,
pode ser inibitorio ou fazer com que o substrato de crescimento complementar e/ou
nutrientes se torne limitante. Por exemplo, altas concentragcbes de hidrocarbonetos
gue servem como um doador de elétrons em solo ou agua subterranea pode
rapidamente consumir o oxigénio dissolvido na agua ou nos gases presentes em
poros. E importante, porque alguns contaminantes sdo apenas biodegradados sob
condicdes aerobias, enquanto muitas taxas de biodegradagédo de contaminantes sao

mais rapidas em condi¢Bes aerdbias do que em anaerobiose. Como resultado,
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muitas tecnologias de biorremediacdo focam na adicdo de oxigénio (MITCHELL &
GU, 2010).

Um numero de receptores de elétrons que ndo seja 0 oxigénio esta muitas
vezes presente no meio ambiente de subsuperficie e muitos compostos organicos
podem ser biodegradados anaerobiamente. Depois do consumo do oxigénio, altos
niveis de contaminacdo poderdo esgotar rapidamente os receptores de elétrons
anaerobios, e a taxa natural de reposicédo tendera a ser muito lenta. Assim, com o
acoplamento de transporte de massa pelo fluxo de 4guas e a reacao microbiana é
provavel que resulte em gradientes de concentracdes do receptor de elétrons.
(MITCHELL & GU, 2010).

2.3.1.2 Outros nutrientes

Microrganismos quimiotréficos exigem macronutrientes, micronutrientes e
elementos tracos, no qual sao fatores de crescimento para a sintese de materiais
celulares. Se todos os requisitos nutricionais celulares ndo forem satisfeitos, a
biodegradacédo pode ndo ocorrer ou, simplesmente, o processo parar. No entanto, o
foco é geralmente na disponibilidade de nitrogénio (N) e/ou fésforo (P). Doses de N
e P apropriadas podem ser calculadas usando estequiometria, e aplicacbes de
biorremediacdo in situ, muitas vezes, incluem a adicdo de nutrientes inorganicos.
Enquanto muitos estudos de laboratério indicam que adicdes de nutrientes
aumentam a taxa de degradacao, muitas vezes pouco efeito é observado em campo
(ABREU et al., 2010).

2.3.1.3 Temperatura

Em geral, as taxas de biodegradacdo diminuem com a temperatura, no entanto,
os efeitos da temperatura podem ser complexos, visto que a grande maioria dos
microrganismos tem o seu desenvolvimento 6timo na faixa de temperatura entre
25°C a 40°C, denominados de mesdfilos. Entretanto, existem microrganismos que
possuem crescimento em temperaturas fora da faixa considerado normal, tais como
0os psicrofilos que crescem em temperaturas muito baixas, e como a espécie

Pseudomonas ingrahamii, com temperetura 6tima de crescimento em 0°C a 15°C.
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Em contraste, ha os termofilos, com crescimento em altas temperaturas, variando
entre 50°C e 60°C o seu crescimento (MADIGAN et al., 2010).

2.3.1.4 Umidade

Niveis de umidade inadequados pode severamente restringir a biodegradacao
em solos superficiais, que estdo sujeitos a secagem aos niveis de qualidade inferior,
principalmente quando o fluxo de ar ocorre em solos insaturados. O nivel de
umidade ideal para uma determinada situacdo é uma funcdo das propriedades do
solo, caracteristicas de contaminantes e necessidades de oxigénio. Quando os
niveis de umidade sado altos, o nivel de oxigénio diminui e, 0 meio se torna
anaerobio, devido a baixa taxa de difusdo de oxigénio através da agua. No entanto,
as taxas de degradacao também diminuem se os niveis de umidade ficar demasiado
baixo (MITCHELL & GU, 2010).

2.3.1.5 pH

As reacdes quimicas em sistemas vivos sd0 extremamente sensiveis mesmo
em pequenas variacbes do pH do ambiente no qual elas ocorrem. Qualquer
alteracdo em relacdo a faixa celular de concentracdes normais de ions hidrénio
(Hz0™) e hidroxila (OH) podem modificar de forma agressiva as fungdes celulares
(MITCHELL & GU, 2010).

A maioria das bactérias cresce melhor em uma faixa estreita de pH perto da
neutralidade, entre 6,5 e 7,5. Poucas bactérias crescem em um pH acido abaixo de
4. Essa é a razdo pelas quais muitos alimentos como o chucrute, picles e muitos
queijos sao protegidos da deterioracdo pelos acidos produzidos pela fermentacao
bacteriana. No entanto, algumas bactérias chamadas de acidofilas, séo resistentes a
acidez (MADIGAN et al., 2010).

As bactérias alcaléfilas sdo as que crescem em lagos de soda caustica, como
0S que ocorrem nos desertos do oeste americano, cujo pH € 11,5. Os procariotos,
em vez de se adaptarem ao pH desfavoravel, como fazem em relagcédo a temperatura
desfavoravel, resistem, ao mesmo, bombeando prétons para dentro ou para fora de
suas células, mantendo, com isso, um pH interno praticamente constante (ABREU,
2010).
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2.3.2 Mecanismos de biotransformacao de metais

Muitos contaminantes estdo sujeitos a reacdes de carater quimico ou
fotoquimico. Entretanto, organismos — particularmente microrganismos —
desempenham um importante papel na remocgdo de contaminantes quimicos
perigosos ao meio ambiente. Transformagfes termodinamicamente viaveis de
contaminantes, que muitas vezes nao acontecem sem a presenca de um catalisador
bioldgico, devido a limitagcbes cinéticas, sao facilitadas pela acdo de microrganismos,
que através de enzimas conseguem reduzir a energia de ativacao, que precisa ser
superada para que a reacao aconteca (HAN & GU 2010).

Os microrganismos, em geral, tém a capacidade de acumular ou biotransformar
metais. A utilizacdo de enzimas nesses processos € requerida, pois 0S metais
precisam receber elétrons para que ocorra a reducdo do composto téxico. As
enzimas nessas reacdes tem a funcao de acelerar o transporte de elétrons para a
reducado dos ions téxicos, como por exemplo, cromo hexavalente, arsénio trivalente e
mercurio monovalente, no qual os elétrons serdo oriundos de substancias
produzidas por microrganismos, como NADH, NADPH e entre outras (GARCIA &
BEVILAQUA, 2008).

A interacdo dos organismos com metais desempenha um importante papel na
remediacdo de locais contaminados, e a volatilizacdo, precipitacdo extracelular,
adsorcdo e bioacumulacdo intracelular sdo os principais mecanismos utilizados
pelos microrganismos para a bioacumulacéo ou biotransformacgéo dos metais (HAN
& GU, 2010).

2.3.2.1 Volatilizagéo

A volatilizagdo de metais toxicos consiste na metilacdo de cations metalicos
toxicos (Hg?*, Cd?*, Pb*) ou de metaloides (As, Se, Te), por microrganismos
tornando esses compostos volateis. Um dos exemplos mais comum desse tipo de
mecanismo é o0 processo microbiano da metilacdo do mercurio, no qual pode ocorrer
por uma rota ndo enzimatica, através da producdo e excrecdo de metilcobalamina
(vitamina B, metilada), de acordo com a seguinte reacéo (GARCIA & BEVILAQUA,
2008). A seguir a Figura 2 demonstra a 0 mecanismo de metilagdo do mercurio pela

metilcobalamina.
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Figura 2 — Mecanismo de metilacdo do mercurio pela metilcobalamina

vit. Biz— (CH3) vit. Biz— (CH3)
Hg?* » (CH3)Hg* » (CH3)-Hg

Indmeros microrganismos realizam esse tipo de mecanismo, dos quais
podemos relatar: C. cochlearium, A. niger, S. brevicaule e S. cerevisae (GARCIA &
BEVILAQUA, 2008).

2.3.2.2 Precipitagao extracelular

Os metais podem ser acumulados e imobilizados em diversos ambientes, como
solo e sedimentos devido a sua ligacdo com produtos originarios do metabolismo
microbiano. Os microrganismos em geral excretam compostos organicos que podem
complexar os metais e formar uma estrutura organometdlica; dessa forma ocorre a
imobilizacdo do metal pelo microrganismo. Além da sintese de substancias
organicas os microrganismos liberam compostos inorganicos, os quais poderdo se

ligar com os cétions metalicos do meio externo, imobilizando-os (HAN & GU, 2010).
2.3.2.3 Adsorcéo

A ligacdo dos metais a superficie celular dos microrganismos € denominada de
biossorcédo. Consiste num fenbmeno de adsorgcdo que ocorre por interacdes
eletrostaticas, entre o ion metdalico e a superficie carregada com carga negativa da
célula microbiana. Dessa forma, o potencial de adsorver metais vai depender
unicamente das dos ions presentes de cada espécie (GARCIA & BEVILAQUA,
2008).

A gquantidade de ions metalicos ligados a superficie celular é muito mais
elevada, do que a prevista pela estequiometria de ligacdo com os sitios reativos da
superficie. Essa afirmacdo pode ser argumentada por dois mecanismos basicos.
Num primeiro estagio, somente a quantidade estequiométrica do metal liga-se aos
sitios ativos da superficie celular. ApOs essa ligacdo estequiomeétrica, os cations,

entdo, atuam como sitios de nucleacdo para a deposi¢cdo de mais ions metalicos,
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determinando, dessa forma, o aparecimento de agregados de metais denominados
cristaloides (HAN & GU, 2010).

2.3.2.4 Bioacumulacéo intracelular

A bioacumulagao intracelular de metais pode ser compreendida como uma
segunda etapa do processo de absorcdo dos metais por microrganismos Vvivos,
decorrendo de um mecanismo celular ativo, que ocorre numa primeira fase, com
gasto de energia (HAN & GU, 2010).

A bioacumulacao no meio intracelular, geralmente, requer sistemas especificos
de transporte, a qual vai depender do grau de tolerancia da célula perante o metal.
Os cétions atingem o interior da célula através do sistema de transporte de
micronutrientes, 0s quais sao essenciais ao metabolismo celular (GARCIA &
BEVILAQUA, 2008).

2.3.2.5 Biotransformacgéo do cromo

Muitos géneros de bactérias sdo comumente empregados na reducdo de
cromo hexavalente para cromo trivalente. A enzima responsavel por essa reducéo
pertence ao grupo das enzimas oxidases e € denominada genericamente de
cromato-redutase. A presenca de oxigénio permite que a reducao ocorra em duas ou
trés etapas, sendo o processo de reducédo iniciado com um intermediario de vida
curta. O ion hexavalente é transformado em cromo pentavalente e/ou cromo
tetravalente antes de formar o ion trivalente. Contudo, a reducdo desses ions podera
ser espontanea ou mediante o uso de enzimas para o transporte de elétrons (HAN &
GU, 2010).

A enzima cromato-redutase transfere um elétron de um possivel doador de
elétrons no sistema, como por exemplo: NADH, NADPH ou elétrons de reservas
enddgenas, para o ion hexavalente, gerando consequentemente o intermediario
pentavalente. Posteriormente, mais dois elétrons s&o transferidos para esse
intermediario, até a formacgéo da estrutura mais estavel trivalente (HAN & GU, 2010).

Varios microrganismos apresentam enzimas capazes de realizar a reducéo de
cromo hexavalente para trivalente, como Thermus scotoductus (OPPERMAN et al.,
2008), Streptomyces sp. (POLTI et al., 2010), Pseudomonas putida (ACKERLEY, et
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al., 2004; PARK, et al., 2000; ISHIBASHI et al., 1990), Escherichia coli (ACKERLEY,
et al., 2004; BAE, et al., 2005), Bacillus sp. ES29 (CONCEICAO, 2006) e outros

géneros.

2.4 Técnicas de anélise do experimento

2.4.1 Eletroforese em gel

A eletroforese em gel é uma técnica de separagcédo de moléculas que envolve a
migracdo de particulas em um determinado gel durante a aplicagdo de uma
diferenca de potencial. As moléculas sao separadas de acordo com o seu tamanho,
pois as de menor massa irdo migrar mais rapidamente que as de maior massa. Em
alguns casos, o formato das moléculas também influi, pois algumas terdo maior
facilidade para migrar pelo gel. A eletroforese normalmente € utilizada para separar
proteinas e moléculas de acido desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico
(RNA) (WESTERMEIER, 2005).

Cada molécula de proteina se liga a um grande nuimero de moléculas do
detergente dodecil sulfato de sddio (SDS) carregado negativamente, que supera a
carga intrinseca da proteina e faz com que ela migre em direcdo ao eletrodo
positivo, quando uma voltagem é aplicada. As proteinas do mesmo tamanho tendem
a migrar através do gel com velocidades similares, pois sua estrutura nativa sera
completamente desdobrada pelo SDS, de maneira a que elas se liguem a uma
mesma quantidade de SDS tendo, portanto, a mesma quantidade de cargas
negativas. As proteinas maiores, com mais carga, sdo submetidas a forcas elétricas
maiores e também a um retardamento maior. Livres em solucdo, os dois efeitos
seriam anulados, mas nas malhas do gel poliacrilamida, que agem como uma
peneira molecular, as proteinas maiores sao retardadas muito mais do que as
menores. Como resultado, uma mistura complexa de proteinas € fracionada em uma
série de diferentes bandas de proteinas arranjadas de acordo com sua massa
molecular. As proteinas majoritarias sao facilmente detectadas corando-se as
proteinas do gel com um corante como o azul Coomassie, € mesmo as proteinas
menos abundantes sdo visualizadas em géis tratados com coloragdo de prata ou
ouro (com o qual pequenas quantidades, como 10 ng de proteina, podem ser
detectadas em uma banda) (WESTERMEIER, 2005).
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2.4.2 Espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do visivel para

determinacao de cromo hexavalente

A espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do visivel € uma das
técnicas analiticas mais usadas nas determinacfes de compostos organicos e
inorganicos, como, exemplo, na identificacdo de ions de metais pesados em corpos
hidricos. A regido visivel do espectro € geralmente considerada entre o intervalo da
faixa de 400 a 800 nm. As energias correspondentes a essas regides sao ao redor
de 72 a 36 k.cal.mol™. Energias dessa magnitude correspondem, muitas vezes, a
diferenca entre estados eletronicos de muitas moléculas (SILVERSTEIN et al.,
1997).

O cromo hexavalente é determinado com limite de quantificacéo de 17,5 pg L™
pelo método 1,5-difenilcarbazida, através da espectrofotometria de absorcéo
molecular na regido do visivel, com comprimento de onda de maxima absorcdo de
540 nm, sendo aplicado na quantificacdo de amostras com baixas concentracdes de
cromo (WROBEL et al.,, 1997). O método colorimétrico para determinacédo e
qguantificacdo de cromo hexavalente baseia-se na reacdo do composto 1,5-
difenilcarbazida em meio &cido com Cr®, produzindo uma coloragéo violeta. A
coloracdo desta técnica deriva-se de um complexo de Cr** e difenilcarbazona que é
responsavel pela coloracdo nas amostras, onde esta coloracédo é produzida a partir
da reacao de oxidacdo da difenilcarbazida com o cromo hexavalente, nos quais séo
complexados, podendo assim absorver na regido do visivel em 540 nm
(VOGEL,1981; PFLAUM, 1956). A Figura 3 demonstra a reacao para obtencédo da

coloracdo na técnica de determinacdo de cromo, pelo reagente 1,5-difenilcarbazida.



Figura 3 - Reac&o entre a 1,5-difenilcarbazida e fons CrO4*

NH-—NH--C¢H, N—N—C4H;
/

C=0 +Cr0"—— C=0 +Cr2* +4H,0
NH—NH—CgH; N=N-—C¢Hj,
Difenilcarbazida Difenilcarbazona
N-=N—CqH, N=N—CcH, B

C= +Cr2* c—o —/ Cr
N=N—C¢H; N—N—C4H;

Complexo cromo (II)-difenilcarbazona
Fonte: Adaptado de Vogel,1981
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Este trabalho tem por objetivo avaliar o comportamento da linhagem bacteriana

de Klebsiella oxytoca CIP 79.32 em soluc¢des contendo o ion cromo hexavalente.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a cinética de crescimento e a capacidade de sobrevivéncia da
linhagem bacteriana cultivada em meio contendo ion cromo hexavalente.

b) Quantificar a concentracéo final de ion cromo hexavalente nos in6culos, apés
o tempo de incubacéao.

c) Determinar a capacidade de producdo da enzima cromato-redutase no meio
extracelular, produzida pela linhagem bacteriana de Klebsiella oxytoca CIP
79.32.
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4 METODOLOGIA

Inicialmente foi preparado um efluente sintético a partir do composto dicromato
de potéssio (K,Cr,O;) na concentracdo de 300 mg L™ de fon cromo hexavalente,
visando concentragdo de cromo acima das utilizadas normalmente em efluentes

industriais, podendo assim verificar sua condigdo no ambiente.

4.1 Reagentes e equipamentos

Na tabela 1 sdo apresentados os equipamentos que foram utilizados em cada
etapa do experimento, com suas marcas e as etapas em que foram empregadas

durante o trabalho.

Tabela 1 - Relacdo de equipamentos, marcas, modelos e funcao utilizada em
cada etapa do experimento

Equipamento Marca / Modelo Funcéo
Estufa NOVA ETICA Controle de temperatura
pHmetro DIGIMED / DM — 22 Medidas de pH
Espectrofotﬁm,e_tro UV-VIS com BEL / 1105 Leitura das: absorbancias das
percurso 6tico de 1 cm solugBes de Cromo
Chapa de aquecimento TECNAL / TE - 038 Digestdo das amostras
Balanga analitica SHIMADZU / AY 220 Pesagem
Centrifuga NEOFUGE 1600R Centrifugagéo para a precipitacdo

da biomassa de K. oxytoca

Bloco térmico AXYGEN Preparacao da amostra para corrida
no gel de poliacrilamida
Separacéo das bandas proteicas

Fonte de eletroforese FISHER BIOTECH P o
através de corrente elétrica

Fonte: Autoria propria

Na tabela 2 sdo descritos os reagentes utilizados durante o experimento.
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Tabela 2— Relacéo de reagentes utilizados nos procedimentos

Reagente Férmula Marca Utilizacao
. . Preparo das solucdes
Dicromato de Potassio K>Cr,0O4 NUCLEAR sintéticas de Cromo
Brain Heart Infusion BHI OXOID Meio de Cultura
Broth
1,5 Difenilcarbazida C13H14N,O VETEC Solucéo de Difenilcarbazida
Diluicdo da 1,5-
Acetona PA C3HgO NUCLEAR Difenilcarbazida
. L Consumo do excesso de
Azida Sddica NaN; SYNTH KMnO4 da amostra
Acido Sulfarico PA H,SO, NUCLEAR Acidificac&o da solugéo
Permangangto de KMnQO, NUCLEAR Oxidacao do Cr para Cr6+
Potassio
Tris-HCI C4H1,CINO; KASVI Tampdao de amostra
Glicerol C3HgO3 KASVI Tampdao de amostra
Solugéo de SDS C1,H55S04Na HIMEDIA Tampdao de amostra
2-mercaptoetanol C2H60S INTERBIOL Tampao de amostra
Azul de Bromofenol C19H10Br40sS SERVA Tampéao de amostra
Coomaslel'J‘ZBr""am Ca7HsoN3O-S, BIO-RAD Corante
Metanol CH,O SYNTH Solucéo corante
Acido acético C,H.0, SYNTH Solucéo corante

Fonte: Autoria propria

O experimento foi planejado com efluente sintético de 300mg. L™ e os fatores

utilizados nas etapas foram:

Temperatura de incubagao utilizada para o microrganismo foi de 32°C;

Tempo de incubacao das amostras foi de sete dias;

A bactéria utilizada foi uma linhagem padréao de Klebsiella oxytoca CIP 79.32;

Efluente sintético com concentracdo de 300 mg L™ de ion cromo hexavalente..
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4.2 Preparo do pré-inoculo

Todas as andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia Aplicada do Centro Universitario La Salle — UNILASALLE.

Meio de cultura consiste da associacdo qualitativa e quantitativa de compostos
quimicos que fornecem nutrientes necessarios para o desenvolvimento (cultivo) de
microrganismos fora do seu meio natural (UFBA, 2014). Para o preparo do pre-
inoculo foi pesado 3,7g de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), em um Erlenmeyer de
250 mL ao qual foi adicionado 100 mL de agua deionizada. O Erlenmeyer foi
tampando com uma camada de papel aluminio e uma de papel pardo para evitar
contaminagdes externas, e esterelizado em autoclave & 120°C durante 10 minutos,
garantindo a total descontaminagéao do meio de cultura.

Uma pequena fragdo das colbnias isoladas de K. oxytoca CIP 79.32, que se
encontrava em placas de petri foi transferida para o Erlenmeyer de 250 mL que
continha o caldo BHI em capela de fluxo laminar, e o mesmo foi encaminhado para
estufa numa temperatura constante de 32°C, ficando em incubac¢éo pelo periodo de
24 horas. A Figura 4 apresenta a transferéncia das colénias isoladas em placa para

0 meio de cultura.

Figura 4 — Preparo do pré-inéculo da K. oxytoca CIP 79.32

Fonte: Autoria Propria, 2014.
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4.3 Preparo das amostras contendo ion cromo hexavalente

O efluente sintético para 1 litro de 4gua deionizada foi acrescido de caldo BHI
na quantidade de 37 g, juntamente com K,Cr,O; na proporcado de 0,8484 g para
termos a concentracéo de 300 mg L™ de cromo hexavalente.

Para o preparo das amostras foi transferido 100 mL desta solugéo para
Erlenmeyers de 250 mL e em outros erlenmeyers néo foi acrescido o contaminante,
sendo utilizada agua deionizada no volume de 100 mL, os quais foram tampados
com papel aluminio juntamente com papel pardo para evitar a possivel
contaminacao externa, e foi seguido de esterelizacdo em autoclave a 120°C durante
10 minutos. Ao total, foram preparados onze frascos, utilizados para andlise
espectrofotométrica da densidade oOptica (D.O.), quantificacdo do metal e analise da

atividade enzimatica, e foram inoculados conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo das amostras utilizadas no experimento e sua

finalidade
Frascos BHI K>Cr,05 K. oxytoca Finalidade

1 Contem N&o contem Contem Branco bacteriano (D.O.)

2 Contem Nao Contem N&o contem Branco BHI (D.O.)

3 Contem Contem Contem Cromo bacteriano (D.O.)

4 Contem Contem Nao Contem Cromo BHI (D.O.)

5 Contem Contem Contem 1° via amostra de efluente

6 Contem Contem Contem 2° via amostra de efluente

7 Contem Contem Contem 3° via amostra de efluente

8 Contem Contem Contem 4° via amostra de efluente

9 Contem Contem Contem Analise Qa §1t.|V|dade
enzimatica

10 Contem Contem Contem Analise Qa §1t.|V|dade
enzimatica

11 Contem Contem Contem Analise Qa §1t.|V|dade
enzimatica

Fonte: Autoria Prépria

A Figura 5 mostra as amostras utilizadas para analise do bioprocesso de K.

oxytoca CIP 79.32 em efluente sintético de cromo.
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Figura 5 — Amostras contaminadas com ion cromo hexavalente utilizadas no

bioprocesso pela linhagem de K. oxytoca CIP 79.32

J

Fonte: Autoria Prépria, 2014.

4.4 Inoculacdo das amostras com a bactéria

Em seis frascos de 100 mL de efluente (amostras 1, 3, 5, 6, 7 e 8) foram
adicionados 5 mL da linhagem bacteriana, para o estudo do bioprocesso, tanto no
crescimento microbiano, quanto na capacidade do microrganismo em reduzir o ion
cromo hexavalente.

A Figura 6 apresenta a inoculagdo das amostras dos efluentes de cromo com a

bactéria estudada.

Figura 6 - Inoculacéo da bactéria nos efluentes para verificagdo do comportamento
microbiano
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As amostras foram cultivadas em estufa com uma temperatura de 32° C por um

periodo de sete dias.

4.5 Andlise do crescimento microbiano

Para avaliar o crescimento microbiano na presenca e na auséncia de Cr®*
foram realizadas analises espectrofotométricas da densidade optica (D.O.) da
cultura microbiana de K. oxytoca CIP 79.32 em solugdo. As amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular com comprimento de onda
de 620 nm, através da medida direta de absorbéancia, por intervalos de 24 horas
entre as leituras, e a partir desses dados foram construidas curvas de crescimento
para o desenvolvimento microbiano. A Figura 7 apresenta as amostras de cromo e

as da bactéria utilizadas para analise de D.O.

Figura 7 - Amostras utilizadas para analise da curva de crescimento microbiano

Fonte: Autoria Propria, 2014

Para andlise de D.O. foi utilizado o frasco B como branco do espectrofotdmetro
para a leitura do frasco A, que corresponde ao comportamento microbiano sem a
presenca do ion metélico em questédo. O frasco D foi utilizado como branco na leitura
do equipamento a fim de se obter a leitura do frasco C, que possuia a bactéria

juntamente com o cromo.
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4.6 Medicéo do pH

Foi realizada a verificacdo do pH das amostras utilizadas para a averiguacao
do crescimento bacteriano. As medidas foram feitas antes da inoculagdo do

microrganismo e apos o periodo de incubacao de sete dias.

4.7 Método colorimétrico para determinacao de cromo hexavalente

Para a analise do efluente sintético, a metodologia utilizada para o preparo das
solucdes sintéticas de cromo hexavalente, seguida da leitura das concentracées, foi
obtida a partir do Standard Methods, nas se¢des 3500-Cr B (APHA, 2005).

Este procedimento somente determina cromo hexavalente ndo detectando
outras formas dos ions de cromo, assim sendo, para a determinagdo de cromo total
converte-se todo o cromo presente na amostra, para o estado hexavalente através

da oxidagdo com permanganato de potassio.

4.8 Curva de calibracéo do ion cromo hexavalente

A curva de calibracdo foi realizada de acordo com o Standard Methods, nas
secdes 3500-Cr B (APHA, 2005). Padrbes de cromo para a curva de calibracéo
foram tratados da mesma forma que as amostras, sendo pipetados volumes da
solucdo padrédo variando de 1,00 a 10,0 mL, fornecendo assim os padrées das
amostras.

Foram utilizadas amostras de 1, 2, 5 e 10 mL da solucdo padrdao de cromo em
Erlenmeyers de 250 mL, sendo adicionadas 5 gotas do indicador metilorange, até o
aparecimento de uma coloracdo amarelada. Para que a solu¢cdo possuisse um pH
maior que 4,4, foi adicionado gota a gota H,SO, 1:1, até que a amostra
apresentasse valor de pH &cido, no qual mais 1 mL em excesso de &cido foi
acrescentado para que tivéssemos um pH menor que 3,1 (VOGEL, 1981). Ajustou-
se 0 volume a 100 mL com agua destilada, colocando pérolas de vidro para
aquecimento, até a reducdo do volume da amostra em 40 mL, e foram adicionadas 5
gotas de solucdo de KMnO4 aquecido até a fervura, deixando aquecer por mais 2

minutos. Apés a permanéncia de uma tonalidade avermelhada na solugéo, ainda em
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aquecimento foi adicionado 1mL de solucdo de azida sodica, responséavel pelo
consumo do excesso de permanganato na solucéo. Para a eliminagdo do excesso
de azida, a fervura foi mantida por mais um minuto e depois a solugao resultante foi
resfriada a temperatura ambiente, ficando totalmente sem coloracéo.

O desenvolvimento da coloragédo nas amostras se deu com a adigéo de 2 mL
do reagente difenilcarbazida, e foi aguardado de 5 a 10 minutos para aparecimento
das tonalidades caracteristicas das amostras. As amostras foram analisadas em
espectrofotometro, dotado de uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm,
e leitura de absorbancia em 540 nm. Corrigiram-se as leituras de absorbancia dos
padrées por subtracdo da absorbancia de um branco (agua destilada), conduzido
juntamente com as amostras, assim construindo uma curva de calibracdo a partir

dos valores de absorbancia destas amostras padrdes.

4.9 Tratamento das amostras

As amostras 5, 6, 7 e 8 foram centrifugadas, apés transcorrido os sete dias do
bioprocesso, a 3000 rpm por 10 minutos. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi
separado da biomassa (precipitado), e foram retiradas aliquotas para posterior
realizacdo das andlises. A Figura 8 apresenta as amostras 5, 6, 7 e 8 apds o periodo

de centrifugacéo.

Figura 8 - Amostras de cromo centrifugadas apds o bioprocesso

3

Fonte: Autoria propria, 2014.
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4.10 Quantificagdo de cromo hexavalente

A quantificacdo de cromo hexavalente foi realizada no Instituto de Quimica do
Centro Universitario La Salle — UNILASALLE. Foram utilizadas quatro amostras (5,
6, 7 e 8) para averiguar a reducdo de cromo no meio, no qual foram realizadas
analises em triplicatas, totalizando doze analises. As amostras foram diluidas com
agua destilada numa proporcédo de 1/100 mL. Para a analise de cromo foi utilizado o

meétodo colorimétrico da difenilcarbazida, como descrito na curva de calibracao.

4.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A técnica de eletroforese foi realizada no Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada do Departamento de Ciéncia de Alimentos (ICTA) na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob coordenacéo do Prof. Dr.
Adriano Brandelli e orientacdo da Mestra Jamile Queiroz Pereira.

A técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada para averiguar a
possivel producdo da enzima cromato-redutase, pela linhagem bacteriana de K.
oxytoca CIP 79.32 no meio extracelular.

Foram preparadas trés solucBes de dicromato de potassio com concentracdes
de 75, 150 e 300 mg L™ de cromo hexavalente (amostras 9, 10 e 11), juntamente
com caldo BHI e a linhagem de K. oxytoca, e uma sem a presenca do contaminante.
As amostras foram incubadas em estufa por 48 horas a 32°C. ApGs transcorrido o
tempo de incubacédo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos,
a 4°C.

Apos a centrifugacéo, 500 uL dos sobrenadantes obtidos foram ressuspendidos
em 500 pL de tamp&o de amostra (1 mL de Tris-HCI 500 mmol L™ pH 8,0; 0,8 mL de
glicerol; 1,6 mL de solucédo de SDS, 0,4 mL de 2-mercaptoetanol; 0,4 mL de solucéo
de azul de bromofenol e 3,8 mL de 4gua destilada), e as misturas foram aquecidas
por 5 minutos em bloco térmico, numa temperatura de 100°C. Posteriormente, as
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12 %, contendo 0,1% de SDS
10%.

A separacao das proteinas foi realizada através da aplicacdo de campo elétrico
(150 V, 25 mA, por 1 hora e 30 minutos) e a visualizacdo das bandas foi possivel

através da coloracdo do gel com corante Blue Comassie (Blue Comassie 1%,
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metanol 40%, acido acético 10%, agua destilada 50%). Transcorrido o tempo da
técnica, o gel foi descorado usando uma solucdo descorante (metanol 40%, &cido

acético 10%, agua destilada 50%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento

Primeiramente foram realizadas leituras do crescimento bacteriano, pelo
método da Espectrometria de Densidade Optica, para a averiguagdo do
comportamento bacteriano frente ao metal e sem a presenca do mesmo. Foram
realizadas seis leituras relativas ao crescimento microbiano, e entre as medicdes foi

de, no minimo 24 horas. Os resultados encontram-se na tabela 5.

Tabela 4 — Medidas da densidade éptica para avaliacdo do crescimento de K.

oxytoca CIP 79.32 em presenca e auséncia de cromo hexavalente

Tempo Branco D.O Cr® D.O
0°dia 0,203 0,169
1°dia 1,346 1,346
2°dia 1,827 1,827
3°dia 1,951 1,951
4° dia 2,009 2,051
5°dia 1,967 1,793

Fonte: Autoria propria

Tempo: 24 horas entre cada leitura

A: 620 nm

A Figura 9 representa o grafico que relaciona o crescimento da K. oxytoca CIP
79.32 durante o tempo de incubacdo com a densidade Optica das amostras

contaminadas com cromo hexavalente e um branco.
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Figura 9 — Grafico que relaciona o crescimento de K. oxytoca CIP 79.32 em

presenca e auséncia de ion cromo hexavalente

Curva de Crescimento

W Branco

B Cromo

Absorbancia (620 nm)

Fonte: Autoria Propria, 2014

O comportamento bacteriano durante o tempo de crescimento proposto foi
equiparado, tanto na presenca como na auséncia de cromo, este fato deve-se a
presenca de fontes de nutrientes, temperatura, pH, pressdo osmotica, e ao fato da
bactéria em estudo possuir uma determinada rota de neutralizacdo do ion
contaminante, para diminuir a possivel interferéncia do mesmo nas suas atividades
metabdlicas e consequentemente uma inibicdo na reproducao celular e aumento da
populacdo microbiana no meio.

Na fase lag (tempo inicial de divisdo celular) o microrganismo em questao
mostrou a capacidade de se reproduzir de forma rapida, mesmo na presenca de um
ion toxico, como € o caso do cromo hexavalente. A fase lag no experimento foi
observada nos tempo correspondente as medices do 0 e 1° dias, com uma duragdo
total de aproximadamente 24 horas de adaptacdo ao meio de cultivo. Esse fato
revela que a bactéria consegue realizar, desde o inicio do processo de divisdo
celular, um mecanismo de imobilizacdo ou neutralizagédo desse composto, de forma
gue néo interfera em seu metabolismo.

A fase estacionaria foi verificada entre os intervalos do 2° e 4° dias, por
apresentar uma equiparidade entre as leituras de absorbancia e criando uma

linearidade no gréfico entre os espagos de tempo. Na fase estaciondria ocorre o
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esgotamento de nutrientes do meio e a taxa de morte e crescimento celular sado
equiparadas. Nessa fase ocorre a possivel utilizagdo de contaminantes ambientais
como fonte de nutrientes, visto que, a quantidade de carbono e nitrogénio iniciais
adicionados através do meio de cultura, ja ndo esta mais presente, e uma alternativa
para a continuacdo do desenvolvimento microbiano no processo sera utilizar uma de
fonte nutricional alternativa. Muitos compostos toxicos para as diversas espécies,
tais como: hidrocarbonetos, metais pesados, pesticidas e entre outros, podem servir
como nutrientes para o metabolismo bacteriano.

A fase de morte celular foi verificada no intervalo do 5° dia, com o decaimento
da absorbancia e, consequentemente, a diminuicdo da concentracdo de células
bacterianas no meio. Na fase de lise celular ocorre a ruptura da parede celular
ocasionando a liberacdo do conteddo intracelular e posteriormente a morte da
célula. Esse fenbmeno ocorre porque 0 microrganismo nao possui mais nenhuma
fonte de nutricdo e, sucessivamente, acumulo de dgua no meio interno da célula
bacteriana, causando um inchago na estrutura e o seu rompimento (MADIGAN et al.,
2010).

Conceicao (2006) descreve o crescimento 6timo de vinte isolados bacterianos
de solo na presenca de cromo hexavalente, num intervalo de 96 horas, no qual
todas as linhagens apresentaram aumento nos valores de absorbancia e,
consequentemente, os isolados bacterianos apresentaram reducéo da concentracao
inicial de cromo, porém cada microrganismo tende a possuir um mecanismo para a
reducdo do ion metalico.

O pH durante o crescimento bacteriano foi medido nas amostras utilizadas para
0 acompanhamento da cinética de crescimento com a presenca de cromo € na

auséncia do contaminante, obtendo-se os valores demonstrados na tabela 6.

Tabela 5 — Valores de pH no inicio e final do bioprocesso

Etapa Cromo Branco
Antes do bioprocesso 7,96 7,54
Depois do bioprocesso 8,21 7,85

Fonte: Autoria prépria.
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Os valores do pH tanto na presenca do contaminante, como na auséncia do
mesmo, ndo apresentou uma grande variacdo, permanecendo na regido proxima da
neutralidade. Essa baixa variacdo no valor do pH por parte da linhagem bacteriana
em estudo é esperada, visto que a mesma € um microrganismo neutroéfilo, ou seja,

com crescimento numa faixa de pH 6timo entre 6,0-9,0.

5.2 Curva de calibracdo do ion cromo hexavalente

A tabela 6 demonstra os valores obtidos de absorbéncia na determinacao da

curva de calibracéo.

Tabela 6 - Valores de concentracdo (mg L™) x Absorbancia utilizados para a curva

de calibracao

Concentr_zilc;éo Absorbancia
(mgL™)
Po 0,000 0,000
P1 1,000 0,032
P> 2,000 0,059
P3 5,000 0,166
P4 10,000 0,342

Fonte: Autoria Prépria

Sendo o coeficiente de correlagdo obtido de R? = 0,9933, caracterizando uma
curva de calibracdo adequada para a realizacdo das analises do ion cromo

hexavalente.

5.3 Determinacao da reducao de cromo hexavalente

Para averiguar a capacidade de reducdo de cromo hexavalente no ambiente
pela acdo do microrganismo em estudo foram utilizadas quatro amostras em
triplicata, totalizando doze analises, pelo método da 1,5-difenilcarbazida, por um

periodo de sete dias.
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Os resultados das andlises da reducédo das concentra¢cdes de cromo ao longo
do experimento pela acao bacteriana a partir de uma concentracao inicial de 300 mg
L™ do fon cromo hexavalente encontra se na tabela 6, a seguir com a média dos

valores e a incerteza tipo A.

Tabela 7 — Média da reducéo da concentracdo de ion cromo hexavalente no

bioprocesso

Média da concentracao

A ) final de cromo Porcentagem de reducéo

mostras hexavalente e a (%)

incerteza tipo A
(mg L™)

1° amostra 6,009 + 0,939 98
2° amostra 0,000 + 0,000 100
3° amostra 13,52 + 0,81 95,5
4° amostra 20,09 + 1,24 93,3

Fonte: Autoria propria.

A Figura 10 mostra a taxa de reducdo de cromo em relacdo ao valor inicial

utilizado do contaminante.
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Figura 10 — Gréfico da relacao inicial e final da concentragdo de cromo

hexavalente no bioprocesso realizado pela bactéria K. oxytoca CIP 79.32

Taxa de reducao de cromo

300 -

250 7

200 -+

150 A

100 A

Concentragio(mg L)

50 4

Conc. Iniclal Conc. Final Conc. Final Conc. Final Conc. Final
1° Amostra 2° Amostra 3° Amostra 4° Amostra

Fonte: Autoria propria, 2014.

Considerando os dados apresentados na tabela e a variagcdo entre o valor
inicial e final demostrado no grafico, pode-se verificar a grande acdo na reducao da
concentracdo do contaminante por parte da linhagem de K. oxytoca CIP 79.32 em
estudo. O microrganismo em questdo promoveu reducdo acima dos 93% da
concentracédo inicial de cromo hexavalente, no que confere um microrganismo com
alta capacidade de utilizar um doador de elétrons, para proporcionar a reducdo do
ion, consequentemente diminuindo a toxicidade do ambiente em questdo. Esse
desempenho por parte da bactéria pode ser demonstrado pela alta toxicidade do
metal na sua forma hexavalente, e consequentemente a mesma precisa criar
alguma rota de minimizar o efeito toxico do cromo na célula bacteriana. Por esse
motivo, 0s microrganismos tendem a ter uma alta taxa de redugé@o de metais toxicos,
em contrapartida, metais considerados pelo microrganismo como nao prejudiciais ou
um nutriente, tendem a ndo ser metabolizados completamente.

Os fatores escolhidos para o procedimento, como fonte de carbono,
temperatura e pH favoreceram o potencial de reducao por parte do microrganismo,
visto que todas as condic¢des ideias para o desenvolvimento foram proporcionadas a

cepa em estudo. Esses fatores proporcionaram que a bactéria tivesse um
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desenvolvimento acelerado e ideal, entretanto, se tivesse sido utilizado um meio
sintético somente na presenca de cromo hexavalente, dificiimente haveria o
desenvolvimento e reducdo do ion metalico.

A capacidade de reduzir cromo hexavalente foi evidenciada por Conceicao
(2006), cujas linhagens utilizadas para averiguacdo da reducdo do metal no
experimento tiveram uma maior reducdo do valor inicial de cromo no periodo entre
24 a 48 horas do processo, no qual os valores meédios de reducédo de todos isolados
foram em torno de 35% do inicial, devido ao fato dos isolados realizarem o
mecanismo desde o inicio da inoculagdo. As linhagens que demonstraram a
capacidade de reducdo pertenceram aos géneros Aeromonas, Xanthobacter,
Agrobacterium, Bacillus e Aureobacterium, sendo esses microrganismos
provenientes do solo e possuir relacdo com outros organismos, podendo ter
adquirido a capacidade de reducdo através da transferéncia de material genético de
outros microrganismos.

Brito (2013) demonstra para a mesma linhagem de K. oxytoca CIP 79.32 a
preferéncia do microrganismo o qual, nas condicbes de estudo, o microrganismo
reduziu em 85% a concentracdo de cromo hexavalente. Entretanto, 0 mesmo
organismo para a remediacdo de zinco bivalente apresentou uma reducdo da
concentracédo inicial de apenas 38%. Esse trabalho relatou a possivel seletividade
gue a cepa de K. oxytoca CIP 79.32, possa ter em reduzir compostos prejudiciais ou
ndo ao seu metabolismo. Por esse motivo, estudos devem ser realizados para
averiguar a relagdo entre o microrganismo e o contaminante, e a melhor forma de
acao para implementar um processo de biorremediacao.

A capacidade dos microrganismos em reduzir o ion cromo hexavalente para
trivalente tem por caracteristica a minimizacéo da toxicidade do composto perante a
bactéria. Ilhan et al. (2004) ja evidenciou a reducdo de cromo hexavalente por
linhagens bacterianas, como demonstrou a viabilidade da utlizagdo de uma
linhagem de Staphylococcus saprophyticus na biossor¢cdo do metal na sua parede
celular, através da interacdo do contaminante metdlico com a mureina
(peptideoglicano). Essa interacdo ocorre atravées da interacao entre cargas, visto que
a mureina possui carga negativa e o metal carga positiva. Entretanto, outros
microrganismos possuem mecanismos diferentes para agir perante um
contaminante, como relata Concei¢cado (2009), através do estudo com Bacillus sp

ES29 em meio contendo cromo hexavalente. Nesse caso o mecanismo de reducao
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do metal por parte da bactéria se da pela rota enzimética, com a produg¢do de uma
enzima, denominada cromato-redutase. Esta serve como um transportador de
elétron para o microrganismo transferir elétrons de um doador para o ion
hexavalente, e consequentemente, diminuir a toxicidade do metal perante a célula
bacteriana.

Wieliczko (2012) demonstrou a capacidade de Pseudomonas aeruginosa, em
um intervalo de 10 dias, reduzir do meio 51,9% (m/m) de cromo hexavalente.
Entretanto, a rota de biorremediacdo por parte do género Pseudomonas € muito
discutivel, pois esse grupo de bactérias tem uma grande importancia na sintese de
biossurfactantes, que s&o importantes na precipitacdo extracelular, com a producgéo
de uma substancia pelo microrganismo e a agregacdo do metal na estrutura do
composto, Contudo, esse género também tem por mecanismo a bioacumulacéo
intracelular, com a producdo de grupos de enzimas responsaveis pela reducdo do
metal.

Um fator importante que afeta o desempenho na taxa de biorremediacdo e o
meio de cultivo selecionado para o desenvolvimento do microrganismo, como
relatam Spagiari (2011) para as bactérias P. aeruginosa, B.subtilis e S. marcescens
e Wieliczko (2012) para P. aeruginosa, no qual a utilizacdo de um meio de cultura
sem nenhuma fonte de carbono, e somente a utilizagdo de sais inorganicos, nao
proporciona uma taxa de desenvolvimento celular adequado, e consequentemente,

a ndo reducao do metal pelas linhagens bacterianas.

5.4 Determinagdo da atividade enzimatica no meio extracelular

A reducado do cromo hexavalente pela linhagem de K. oxytoca CIP 79.32 foi
comprovada pelo experimento anterior, entretanto, uma verificacdo da rota
metabdlica é requerida, para o planejamento da melhor estratégia na implementacéo
de um bioprocesso.

Para a determinagdo da possivel atividade enzimatica no meio extracelular
foram utilizadas 4 amostras, no qual uma € o Branco, que nao consta 0
contaminante, e trés com concentragfes diferentes de cromo, para verificar a
provavel interferéncia da concentragédo na sintese da enzima. A Figura 11 demonstra

o gel resultante da eletroforese em gel de poliacrilamida.
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Figura 11 — Analise da eletroforese em gel de poliacrilamida

220 kba —

160 kDa —>

100 kba —>

60 kbDa —>

50 kDa >
40kDa —

30 kba —»

Fonte: Autoria propria, 2014.

M: Marcador de peso molecular

A: Bactéria na auséncia de cromo

B: Bactéria na concentracéo de 75 mg L™ de cromo hexavalente
C: Bactéria na concentracéo de 150 mg L™ de cromo hexavalente

D: Bactéria na concentracdo de 300 mg L™ de cromo hexavalente

Pela analise do gel resultante da eletroforese podemos verificar a nédo
ocorréncia de uma enzima no meio extracelular. Percebe-se isto quando ndo se
evidencia bandas diferentes no gel, ou seja, todas as amostras tiveram exatamente
as mesmas bandas na analise, evidenciando a sintese das mesmas enzimas e

compostos em todas as concentragdes de cromo e no branco.

7

A enzima cromato-redutase no meio intracelular é evidenciada por varios
autores, dentre eles Opperman et al. (2008), Polti et al. (2010), Ackerley et al.
(2004); Park et al. (2000); Ishibashi et al. (1990), Bae, et al. (2005), e Conceicao
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(2006), no qual relatam que as enzimas do grupo das cromato-redutases sao
encontradas no citoplasma bacteriano, pelos microrganismos que utilizam a rota
enzimatica para realizar a reducdo do contaminante.

Segundo Conceigdo (2006) o mecanismo mais provavel para a reducao do ion
cromo é a acao intracelular, no qual o cromo hexavalente € transportado pelos
canais de porina, que sdo proteinas transmembranas que facilitam a entrada de
substancias no meio intracelular, e consequentemente o ion é reduzido pela enzima
no citoplasma.

Mejia et al (2006) relata que apos a reducdo e formacdo do ion cromo
trivalente, a bactéria Pseudomonas aeruginosa através da enzima ChrA
caracteristica desse microrganismo, tende a retirar do citoplasma grande quantidade
de cromo, pois 0 microrganismo néo tolera altas concentracdes de ion cromo no seu
meio intracelular, visto que, o metal € muito toxico para essa bactéria.

Opperman et al (2008) demonstrou a capacidade de reduzir cromo hexavalente
pela acdo de uma cromato-redutase do microrganismo Thermus scotoductus AS-01
isolado de uma mina de ouro na Africa do Sul. A enzima possuia uma massa
molecular de aproximadamente 36 kDa e os doadores de elétrons para o cromo
hexavalente foram NADH e NADPH. A competéncia do microrganismo em utilizar o
meio intracelular para a reducdo de contaminantes é potencializada, por o meio
apresentar uma estrutura fisioldgica adequada para que ocorra a biotransformacéo,
cujo a rota de bioacumulacéo é a preferencial para esse tipo de metal. Entretanto,
outros microrganismos tendem a possuir compostos diferentes na biotransformacéo
do cromo, como € o caso relatado por BAE et al (2004) no estudo referente a
Escherichia coli ATCC 33456, cujo resultados sugerem a acdo de uma estrutura
dimérica, com massas de 42 e 84 kDa em SDS-PAGE, em temperatura otima de
37°C e pH 7,0. Outra bactéria com aptiddo para a sintese de enzima cromato-
redutase é o Bacillus sp. ES29 estudado por Concei¢cdo (2009), cujas condi¢cbes
Otimas para a formacdo da enzima pelo microrganismo séo: temperatura de 25 a
30°C e pH 6,0 a 8,0.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho comprovou que a bactéria dependendo do ambiente, e dos
fatores a que € submetida reage de forma especifica em relacdo ao contaminante
presente.

A partir do estudo realizado pode-se afirmar que a linhagem de K. oxytoca CIP
79.32 apresentou crescimento no efluente sintético contaminado com o ion cromo
hexavalente e de acordo com os valores obtidos, a concentracdo de cromo
hexavalente apresentou reducdo, acima de 90% de diminuicdo da concentracao
inicial. Assim, esta espécie bacteriana, mostra-se extremamente promissora, quanto
a possibilidade de utilizagdo em processos de biorremediacao.

Pela analise enzimatica realizada no experimento, demonstra que a possivel
rota de neutralizacdo do contaminante, pelo microrganismo em estudo, seria através
da adsorcdo dos ions cromo hexavalente na membrana celular, fato que poderia
estar relacionado com a interacdo entre as cargas e/ou com a bioacumulagcdo no
meio intracelular bacteriano, sendo 0 mecanismo realizado pela enzima cromato-
redutase.

O objetivo inicial deste estudo foi avaliar a linhagem de Klebsiella oxytoca CIP
79.32 em efluente sintético contaminado com cromo, o qual foi alcancado, sendo
comprovada a eficiéncia da reducdo do cromo hexavalente no efluente sintético.
Entretanto ndo foi possivel a determinacdo de uma enzima com caracteristica de

reduzir o metal no meio extracelular.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS ESTUDOS

Para estudos futuros € necessaria a realizacdo de novas pesquisas que visem
a utilizacado de substratos alternativos, para que o processo tenha um custo menor, e
consequentemente seja utilizado em escala industrial.

Analisar a resisténcia da K. oxytoca CIP 79.32 frente a este metal ao longo do
bioprocesso, determinando sua citotoxicidade e dose letal para o microrganismo.

Determinar a rota metabdlica bacteriana e a possivel assimilacdo desse metal
imobilizacdo pela bactéria. A partir deste conhecimento seriam possivel anélises
especificas para a determinacdo e a localizacéo intra e extracelular deste ion por
microscopia eletronica.

Isolar a enzima responsavel pela reducdo do contaminante, juntamente com a
determinacdo da sua massa molar e estrutura quimica, e consequentemente a
possivel utilizagdo da mesma em processos industriais.

Aperfeicoar uma metodologia visando a biorreducdo desse e de outros metais,
bem como, a utilizacdo de outras espécies microbianas, com possibilidade de serem
utilizadas em sistemas fechados, para aumentar a reducdo sem danos ao meio
ambiente.

Finalmente, novos estudos visando a aplicabilidade em escala industrial,
mostrando a realidade dos custos, vantagens e desvantagens da sua adaptacdo em

plantas redutoras industrias existentes.
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA

Caldo BHI

INfuS80 SOlida de CErebhro...........ooviiiieiice e 12,09
INfUSA0 SOlida dE COrAGA0. ... ..uuiiieeiiiiiiiiie et 50¢g
T 0] (0] - VPPN 10,09
€110 1 = S 2,09
(@4 (0] (=] (0 1o [=T5=Y0 Lo [ o J T 5,09
(L0 1Y =1 (0 I 11T Yo 170 T 2,59

pH 7,4 +0,2a25°C

Dissolver 37 g em 1 litro de agua destilada. Misturar bem e distribuir em frascos.

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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ANEXO B — CERTIFICADO DA LINHAGEM BACTERIANA

Colwcio de Culturas Troplcal Fundacio André Tosallo
wWww.oct.org b waw.fat.org.br
R. Latino Coel, 1301 P, Taguanal
CEF 13067-010 Campinas SP
Fone/Fax: {19) 3242-7022
s Fax: (19) 3242-7827
; ~ s CNF] 46.126.522/0001-82
TOSELLO

Campinas. 10/Abr/12013

Prof. Delmar Bizani/ Matheus Spagiari

Unilasalie

Av. Victor Barreto, 2288 Centro

Cancas-RS

92010-000

Fone: (051) 99618827/(051) 3476 B4GY

E-mail: delmib@terra.com.br/ souzaspa@hotmail.com

Ref; Distr_IP - OS 130164

Prezado Sr.,

Estamos enviando uma ampola com cultura liofilizada de cada um dos microrganismos

abaixo!
CcCT Microrganismo Referéncia | Lote | Quant ‘ Meio T(°C)
0182 | Klebsiella oxytoca CiP 79.32 09.10 1 NA 37

Anexo seguem a metodologla de abertura das ampolas e reativacdo das linhagens, bem
como 3 formulaglo dus seus Iespeclivos melcs de crescimento/manutengo, tomporaturas de
incubagao e as informagdes dispeniveis em nosso banco de dados

O valor desta remessa & de RS 300,00 {Trezentos reais), cuja fatura e boleto bancario,
emitidos pelo setor de contabilidade da FAT, acompanham o material

Agrodccomos a soliclagde de nesses servigos € colocama-nns A disposi¢io para
maiores informagdes.

Atencicsamenie,

VL
Jasiane Conti

Colegdo de Culturas CCT/FAT
E-mail: josi@rat.org. br




