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RESUMO

HORNINK, K. R. Isolamento e identificagcao de bactérias com potencial para
realizar a biorremediagcao de cobre. 2015. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2015.

Os chamados metais pesados, atualmente mais adequadamente chamados metais toxicos,
sao considerados responsaveis por grande parte da poluicdo ambiental, principalmente em
areas de mineragdo. Para reduzir os impactos causados pela contaminacdo por estes
metais, a aplicacdo de microrganismos capazes de adsorve-los, um processo conhecido por
biorremediacao, tem sido cada vez mais empregado. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo isolar e identificar bactérias com potencial para biorremediacdo de ambientes
contaminados por ions cobre a partir de amostras de solo e agua coletadas na Mina
Sossego localizada em Canad dos Carajas, PA, pertencente a mineradora VALE. As
amostras foram coletadas e mantidas tanto sob refrigeragdo como a temperatura ambiente.
Para tornar possivel este isolamento, foi desenvolvida uma metodologia que passou por
diversas alteracdes de forma que fossem obtidos isolados que apresentassem resisténcia a
alta concentragdo de ions cobre. As colbnias isoladas foram submetidas a analises
sequencial de morfologia (microscépica e macroscopica) e a um teste simples de resisténcia
a CuCl,. Pela facilidade de execugdo, a metodologia MALDI-TOF foi a primeira a ser
aplicada para a identificagdo dos isolados e a partir dos resultados foram selecionados 12
isolados para terem seus estudos aprofundados. Foi realizado o sequenciamento de
fragmentos de tamanho superior a 1100 pb do gene codificador de 16S rRNA e do gene
rpoD (apenas para o isolado pertencente ao género Pseudomonas). Os resultados foram
alinhados e comparados com dados do banco de dados "GenBank”, utilizando-se a
ferramenta “BLAST”. A partir dessas mesmas sequéncias, arvores fenéticas foram
construidas. Testes bioquimicos foram realizados para a obtengdo de maiores informacées
sobre as bactérias estudadas e consequentemente, auxiliar na identificagdo. Este conjunto
de dados visava a identificagcdo mais precisa das espécies bacterianas selecionadas.
Comparando-se todos os resultados obtidos pelo emprego das diversas metodologias
aplicadas aos 12 isolados selecionados, foi possivel observar que 58% destes pertencem ao
género Cupriavidus. Os géneros aos quais pertencem as demais bactérias sdo: Ralstonia,
Pseudomonas, Novosphingobium, Stenotrophomonas e Herbaspirillum. Os 12 isolados
bacterianos tiveram sua resisténcia aos ions de cobre analisada pelo teste de Minima
Concentracdo Inibitéria (MIC) em meio TSM liquido, e apresentaram resisténcias que
variaram de 2,5 mM até 14,5 mM de cloreto de cobre. Ainda, foram determinadas as
capacidades de adsor¢cdo de ions cobre por grama de biomassa bacteriana, permitindo a
selecdo dos isolados bacterianos com maior potencial para aplicagdo em biorremediacéo
ambiental. As capacidades de biossor¢do de Cu?*, comparadas ao controle Cupriavidus
metallidurans CH34, se apresentaram superiores, chegando a ser 3,64 vezes maior no caso
do isolado 98.b, identificado como pertencente ao género Pseudomonas. Desta forma,
propomos que este isolado apresenta uma capacidade de biossorcdo de Cu?* inédita e que,
por isto, tem um grande potencial para emprego em biorremediacdo ambiental de ions
cobre.

Palavras-chave: Biorremediacdo de metais. Cobre. Maldi-TOF. Biodiversidade
bacteriana. Adsorcédo de metais. Cupriavidus. Pseudomonas.



ABSTRACT

HORNINK, K. R. Isolation and identification of bacteria with potencial to
biorremediate copper. 2015. 101 p. Master’s Thesis (Biotechnology). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The so-called heavy metals, now more properly called toxic metals, are considered
responsible for most of the environmental pollution, especially in mining areas. To reduce the
impacts caused by contamination from these metals, the application of microorganisms
capable of adsorbing them, a process known as bioremediation, has been increasingly
employed. Thus, this study aimed to isolate and identify bacteria with potential for
bioremediation of environments contaminated by copper ions from soil and water samples
collected from the Sossego mine located in Canaa dos Carajas, PA, owned by the mining
company VALE. Samples were collected and maintained either under refrigeration as at
room temperature. In order to make the bacteria isolation possible, a methodology, that has
undergone through several changes, so that it was possible to obtain several bacteria that
are resistant to a high concentration of copper ions. The isolated colonies were subjected to
morphology analysis (microscopic and macroscopic) and a simple test of CuCl, resistance.
For ease of implementation, the MALDI-TOF method was the first to be applied for the
identification of the isolates, the results of this test allowed the selection of 12 isolates for
more extensive studies. The sequencing of a fragment containing 1100 pb of the 16S rRNA
region and the sequencing of the gene encoding the rpoD gene (for the Pseudomonas
genera isolated) was performed. The results were compared and aligned with GenBank
database using the tool "BLAST". From these same sequences, fenetic trees were
assembled. Biochemical tests were conducted in order to obtain more information on the
bacteria studied and consequently assist in identification. This data set was designed to a
more accurate identification of selected bacterial species. Comparing all results obtained by
the use of different methodologies applied to the 12 selected isolates, it was observed that
58% of these belong to the Cupriavidus genre. The genres they belong to other bacteria are:
Ralstonia, Pseudomonas, Novosphingobium, Stenotrophomonas and Herbaspirillum. The 12
bacterial isolates had their resistance to copper ions analyzed by the Minimum Inhibitory
Concentration test (MIC), and showed resistance ranging from 2.5 mM to 14.5 mM copper
chloride. Still, tests of the determination of ion adsorption capacities of copper per gram of
dry bacterial biomass was performed, allowing the selection of bacterial isolates with the
greatest potential for application in environmental bioremediation. The copper biosorption
capacity presented by the isolate 98.b, belonging to the genus Pseudomonas, was 3,64
times higher, when compared to the control, Cupriavidus metallidurans CH34. Thus, we
propose that this isolate has a novel biosorption of Cu®* and, thus, it has a great potential for
use in bioremediation of environmental copper ions.

Keywords: Metals bioremediation. Copper. Maldi-TOF. Bacterial biodiversity. Metal

adsorption. Cupriavidus. Pseudomonas.
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1 INTRODUGAO

O cobre € o segundo metal n&do ferroso mais utilizado mundialmente, ficando
atras apenas do aluminio. Isto € decorrente do fato deste metal ser excelente
condutor de eletricidade e de calor (CHUNG, 2001). Assim, apresenta extenso uso
nas industrias de fios e cabos elétricos, as quais empregam mais de 50% do total
produzido deste metal, sendo o restante utilizado em ligas especiais, tubos,
laminados e extrudados. Devido a sua crescente demanda e ao possivel
esgotamento de suas minas, sdo crescentes o0s investimentos que visam o
aprimoramento e o desenvolvimento de tecnologias para o melhor aproveitamento
deste metal, bem como para a sua recuperacao a partir de residuos provenientes do
seu processamento.

Estima-se que apenas na lagoa de rejeitos da Mina do Sossego, localizada
em Canaé dos Carajas, Para, pertencente a mineradora VALE, haja 90 milhdes de
toneladas de detrito que contém em média cerca de 0,07% de cobre. Se fosse
possivel sua recuperacao, ao seu valor atual, estima-se que a empresa teria uma
receita bruta de US$ 1,4 bilhdo, valor superior ao da implementagdo desta mina
(SOARES, 2012)

O presente trabalho visou o isolamento e identificagcdo de bactérias com
potencial para emprego em biorremediagdo e/ou biorrecuperagdo de metais de
aguas contendo metais pesados. Foi desenvolvido como parte integrante de um
projeto maior, que tem por objetivo desenvolver tecnologias para o emprego de
microrganismos capazes de recuperar cobre de residuos produzidos pelo processo
de mineragdo da VALE. A execug¢do do projeto foi realizada no Laboratério de
Genética e Microrganismos localizado no Instituto de Ciéncia Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB/USP) em colaboragdo com o Departamento de
Engenharia Quimica da Escola Politécnica (POLI/USP). O projeto maior esta sendo
financiado pelo Banco Nacional de Desenvolvimento (BNDES) e pela mineradora
VALE; coordenado pelo Prof. Claudio Augusto Oller do Nascimento (POLI/USP).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais Pesados e o Ambiente

Os chamados metais pesados, recentemente mais adequadamente
chamados apenas de metais toxicos compdem um grupo de elementos de grande
importancia bioldgica e industrial, apesar de serem classificados muitas vezes como
perigosos, pois em grandes quantidades podem causar riscos a saude de vegetais e
animais sendo assim considerados elementos potencialmente toxicos. No entanto,
alguns metais, como cobalto, cromo, cobre, manganés e zinco sdo essenciais em
quantidades bem pequenas para diversos organismos, desde microrganismos até o
homem, que os empregam em seus metabolismos como aceptores finais de elétrons
em processos de obtengao de energia (ALLOWAY, 1995).

Esses elementos s&o normalmente inseridos no meio ambiente devido as
diversas atividades antropogénicas, como a disposigdo inadequada de residuos
provenientes de industrias e o descarte de equipamentos eletrdnicos, e em certas
regides sao provenientes principalmente de residuos de mineragdo. Dentre os
metais mais frequentemente encontrados como contaminantes estdo o cobre, o
cadmio e o niquel (CELO et al.,1999; KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; ZHANG et al.,
2005).

No Brasil, com a finalidade de regulamentar e taxar as quantidades de
contaminantes presentes nos leitos d’agua e efluentes, existe a Resolugéo
CONAMA n° 357 de 25 de margo de 2005, a qual determina que para se eliminar
efluentes contendo cobre, a concentracdo deste metal devera ser de no maximo
1mg/L (aproximadamente 0,016 mM). Assim, grandes industrias tém buscado com
uma maior frequéncia mecanismos adequados para o tratamento de seus efluentes,
nao apenas para obedecer a legislagdo, mas também para agregar o valor de ser
uma empresa verde e sustentavel, que vem sendo amplamente valorizado pela
sociedade (GLOBAL BUSINESS REPORTS, 2011).
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2.2  Tratamentos utilizados e Biorremediagdo

Os metais toxicos, apos serem depositados na natureza, permanecem por
muito tempo no ambiente, podendo ser acumulados a elevadas concentragoes
chegando a niveis nocivos a vegetais e animais (GOMEZ-SAGASTI et al., 2012).
Assim, sdo crescentes as técnicas desenvolvidas que buscam sanar ou amenizar
os impactos causados pelo descarte inadequado de metais.

Existem diversos tipos de tratamentos que podem ser aplicados com a
finalidade de recuperar solos e efluentes contaminados com metais. No entanto,
para selecionar o tratamento mais adequado, é necessario observar as
condigdes iniciais e as caracteristicas de cada ambiente. A escolha correta esta
relacionada ndo apenas a efetividade do processo, mas também aos custos de
implementagédo e manutengao (WUANA;OKIEIMEN, 2011).

As técnicas de remediagdo podem ser separadas em duas principais
categorias: in situ, s§o aquelas realizadas no local da contaminagao; e, ex situ,
caracterizadas pela retirada do material contaminado para ser armazenado ou
tratado em um local diferente de sua origem (WOOD, 2007).

Como formas de tratamento ex situ tradicionais pode-se citar a incineragao
do material contaminado e a remogao para um aterro, no qual deverdo estar
presentes alguns requisitos de isolamento, como medidas de contencdo de
sélidos gases e liquidos, além de serem necessarias agdes de atenuagdo dos
compostos toxicos por meios fisicos quimicos ou biologicos (MULLIGAN;
YOUNG; GIBBS, 2001).

Uma ampla gama de técnicas pode ser empregada no tratamento in situ
(GUPTA et al., 1999):

- Técnicas de contencdo, que consistem na aplicacdo de sistemas de
barreiras e coberturas que impedem que o contaminante se espalhe;

- Processos fisicos, a fim de separar os agentes toxicos baseando-se em
suas caracteristicas fisicas (densidade, carga elétrica ou tamanho de suas
particulas, etc);

- Processos quimicos, como oxido-redugdo, hidrélise e ajuste de pH
podem ser empregados;
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- Processos biologicos, que empregam diversos materiais biologicos
(principalmente derivados de plantas ou microrganismos), podendo ser células

vivas ou mortas ou substancias derivadas de células.

2.2.1 Processos Bioldgicos

Dentre todos os processos de remediacdo ambiental, os processos
biolégicos (biorremediagdo) vém recebendo cada vez mais maior atengao, por
serem de alta aplicabilidade e demandam baixos custos; além de apresentarem
bons resultados, principalmente quando empregados em combinagdo com outras
técnicas. Os processos de biorremediacdo podem ser divididos em quatro
categorias:

1) aplicagao in situ (abaixo um pouco mais detalhado);

2) processos dindmicos ex-situ (biorreatores);

3) processos estaticos ex-situ (remogao do solo para o tratamento em
outra localidade); e

4) bioacumulagdo, que consiste no acumulo de metais, ou outras
substéncias danosas ao meio ambiente, por plantas e/ou microrganismos
(WOOQOD, 2007).

Ha trés principais formas para a aplicagao de biorremediagao in situ:

1) A bioaumentagdo, que consiste na adigdo de organismos exdgenos
capazes de degradar ou modificar o poluente;

2) Bioestimulagao, que € o estimulo a atividade microbiana ja existente;

3) A utilizagdo dessas duas técnicas em conjunto (RI1ZZO; RAIMUNDO,
2003).

A biorremediacdo vem alcangando maior importancia no mundo atual, pois
tem se mostrado ser uma técnica bastante eficaz com custos reduzidos
(GAYLARDE et al., 2005; JACQUES et al., 2009; MACEDO et al., 2002). Além
desses fatores favoraveis a aplicacdo da biorremediacio, € importante ressaltar
que sempre ha a possibilidade de se selecionar os microrganismos do proprio
ambiente contaminado (autoctones), favorecendo assim a manutengdo da
microbiota natural; ou no limite, até realizar adaptagdes genéticas em
microrganismos isolados do local para que atuem nas condi¢des desejadas
(BOLTON; GORBY, 1995).
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2.3  Bactérias utilizadas para a Biorremediagéo

Ha diversos trabalhos que descrevem a existéncia de microrganismos com
a capacidade de imobilizar metais pesados ou que produzem proteinas quelantes
de metais, sendo ainda seletivos para certos tipos de metais (SUMERS; 1992,
BIONDO, 2008). Ha também microrganismos que produzem compostos que
influenciam diretamente a solubilidade de metais, ou que realizam reagdes de
oxido-reducdo de metais, os diferentes tipos de interacdo de uma célula
microbiana podem ser observados na Figura 1. (LLOYD; ANDERSON;
MACASKIE, 2005).

Figura 1 - Esquematizacdo dos diferentes tlpos de interacdo de uma célula
microbiana com metais (representados aqui por M? ).
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Dentre esses microrganismos, um género de grande importéncia e que
apresenta diversos estudos sobre sua utilizagdo na biorremediacdo de metais

pesados & aquele que compreende as bactérias do género Cupriavidus sp .
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O género Cupriavidus sp. compreende bactérias anteriormente
denominadas como Wautersia sp., esta nomenclatura foi dada a uma parte do
género Ralstonia sp., o qual apresentava caracteristicas bastantes diferentes das
chamadas Ralstonia sensu strictu (VANDAMME; COENYE, 2004). De uma
forma geral, as bactérias pertencentes a esse género apresentam diversos
mecanismos de resisténcia a metais pesados, podendo sobreviver em ambientes
com elevadas concentragbes desses componentes nocivos (GRORE;
FRIEDRICH; NIES, 2007, TAGHAVI et al., 2009).

A espécie Cupriavidus metallidurans € uma das bactérias mais resistentes
a altas concentragbes de metais pesados, chegando a resistir a concentragdes
de 6,0 mM de Cu®* (MIUNENDONCKX et al., 2013). Esta bactéria apresenta alto
nivel de complexidade em seus sistemas de homeostase (Figura 2) e é provida
de sistemas genéticos com organizagdo diferenciada para resistir a altas
concentracdes de varios metais pesados, entre estes aos ions de cobre.

Como pode ser observado na Figura 2, os mecanismos de resisténcia
desta bactéria, também sdo compostos por facilitadores de difusdo, os quais
permitem apenas uma maior resisténcia as concentragbes de metais existentes
no meio, desta forma, ao buscar bactérias para a utilizagcdo em biorremediacgao,
deve-se verificar a capacidade de retengao do metal pela célula e ndo apenas a
resisténcia. A expresséo desses genes depende da concentragdo e do tempo de
exposi¢cao a cada um destes ions metalicos (SENDRA et al., 2006). Na Tabela 1,
€ possivel observar a capacidade de remogao de cobre de algumas bactérias.

Tabela 1 - Capacidade de adsor¢ao maxima de cobre para alguns microrganismos
encontrados na literatura.

Qméx
Microrganismo Capézgggdgem‘;ﬂm? de Bibliografia
Adsorcgao Estimada
Cupriavidus taiwanensis 19,0 CHEN et al., 2008
. . FAN;OKYAY,

Cupriavidus metallidurans 86,78 RODRIGUES, 2014
Pseudomonas putida 27,6 CHEN et al., 2005
Ralstonia pickettii 27 a 38 YANG et al., 2010

Stenotrophomonas maltophilia 18,81 TING; CHOONG, 2009
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Embora ndo apresentem sistemas de resisténcia tdo elaborados quanto os da

C. metallidurans, outras espécies de bactérias do género Cupriavidus apresentam

altos valores de resisténcia a metais pesados, quando comparadas as bactérias de

outros géneros, segundo Chen et al. (2008). C. taiwanensis apresenta resisténcia a

5,0 mM de cobre. Ja outras espécies como C. necator e C. oxalaticus também

apresentam elevada resisténcia a metais toxicos, embora sejam menos estudadas e

nao ha dados sobre suas resisténcias quando cultivadas em meio minimo acrescido

de ions Cu?".

Figura 2 — Sistemas de reagao da Cupriavidus metallidurans a presenca de metais
toxicos presentes no ambiente.
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Esquema simplificado dos sistemas de resisténcia a metais téxicos da bactéria C.
metallidurans. Ha trés principais sistemas de resisténcia na célula bacteriana: ATPases (l),
Divisdo de modulagédo de resisténcia da célula transmembrana (sistema-RND)(Il) e
Facilitadores de difusédo de cations (CDF)(IIl) (LEGATZKI et al., 2003).

Fortemente relacionadas as bactérias do género Cupriavidus as bactérias
pertencentes ao género Ralstonia sensu strictu também apresentam resisténcia
consideravel a metais toxicos. No entanto, isolados da espécie Ralstonia pickettii
apresentam resisténcia aos fons Cu®" reduzida (1,5 mM), em comparagao as
células do género Cupriavidus (MIUNENDONCKX et al., 2013).

Além das bactérias do género Cupriavidus, outro género que vem
apresentando estudos aprofundados para aplicagdo em biorremediacédo €
Pseudomonas. As bactérias pertencentes a este género tém sido muito
estudadas quanto a sua aplicagdo em biorremediacdo, seja para a
biodegradagao de pesticidas e compostos organicos aromaticos, como para a
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remocgao de metais pesados, em que principalmente as espécies P. aeruginosa e
P. putida tém apresentado maior relevancia (WASI; TABREZ; AHMAD, 2013).

Distribuida amplamente na natureza a espécie P. putida é encontrada com
relativa facilidade em aguas residuais e solos, sendo capaz de acumular ions de
cobre a concentragdes consideraveis. Uma cepa de P. putida isolada a partir de
amostras do rio Yangtze, na China, apresentou resisténcia a 7,5 mM de Cu®*
(ZHANG et al., 2014), aléem da resisténcia a este metal, esta espécie ainda
apresenta uma alta capacidade de adsorgdo dos ions Cu®*, como é possivel
observar na Tabela 1. Algumas cepas desta bactéria apresentam ainda elevada
eficiéncia para a remogao destes ions, como foi constatado por Pardo et al.
(2003), em um estudo que demonstra a capacidade desta bactéria remover 80%
dos ions de cobre em menos de 5 minutos em contato com este metal.

Apesar de existirem poucos trabalhos relacionados, outros grupos
bacterianos também tém sido constantemente considerados para o emprego em
biorremediagdo de metais, dentre eles podem ser citados o0s géneros,
Stenotrophomonas, Herbaspirillum e Novosphingobium.

Presente em grandes quantidades na rizosfera de diversos vegetais, a
bactéria Stenotrophomonas maltophilia apresenta a capacidade de interagir com
diversos compostos xenobibticos, como hidrocarbonetos e metais, resultando em
menor toxicidade para ao meio ambiente. Algumas cepas desta bactéria
apresentaram crescimento em até 50 mM de cobre, sendo que em alguns
experimentos mostraram capacidade de remover até 90% do cobre presente no
meio de crescimento. (GHOSH; SAHA, 2013, PAGES et al., 2008).

As bactérias pertencentes ao género Herbaspirillum tém sido mais
recentemente estudadas para finalidades de biorremediacdo, havendo poucos
trabalhos ainda que relatam sua utilizagdo para esta finalidade. Segundo
Govarthanan et al. (2014) um isolado pertencente a esse género apresentou
aplicabilidade para a biolixiviagdo de metais e resisténcia a 5,5mM de Cu?".

Na tabela abaixo € possivel comparar a resisténcia a cobre de um isolado
de Herbaspirillum a dos outros microrganismos citados (Tabela 2).



26

Tabela 2 - Minima concentrag&o inibitéria de algumas bactérias resistentes a
metais toxicos.

MIC Cu*? Bibliografia
Cupriavidus metallidurans CH34  6,0mM MIJNENDONCKX et al., 2013
Cupriavidus taiwanensis 5,0mM CHEN et al., 2008
Ralstonia pickettii 1,5mM MIJNENDONCKX et al., 2013
Stenotrophomonas maltophilia 5,0mM GHOSH e SAHA, 2013
Herbaspirillum sp. 5,5mM GOVARTHANAN et al., 2014
Pseudomonas putida 7,5mM ZHANG et al., 2014

O género Novosphingobium foi proposto apdés a divisdo do género
Sphingomonas, devido as diferengcas filogenéticas e quimiotaxondmicas.
Atualmente compreende dezoito espécies sendo que uma grande variedade de
isolados s&o de origem ambiental (MANZARI et al., 2014). Ha alguns trabalhos
referentes as espécies como N. subarticum e N. pentaromativorans que relatam
a capacidade destas bactérias degradarem hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. Segundo o projeto de sequenciamento do genoma completo,
realizado por Gan et al. (2014), a espécie N. resinovorum apresenta proteinas de
resisténcia a metais pesados. No entanto, ndo ha trabalhos relacionando esta
espécie com a biorremediacao de metais pesados.

2.4  Identificagdo de microrganismos

Existe uma ampla gama de microrganismos que tem potencial para a
aplicacdo em biotecnologia ambiental. Microrganismos isolados de diversos
ambientes, como solo e agua, ja vem sendo estudados para utilizagcdo em
diversas atividades em prol do meio ambiente (CANHOS; MANFIO, 2000; FELIX,
2008). No entanto, existe grande necessidade de se identificar esses
microrganismos, n&o apenas para evitar a aplicacdo de patégenos em processos
de ampla escala, mas também para conhecer melhor suas caracteristicas e
necessidades visando potencializar suas possiveis aplicacdes.

A identificagédo de isolados bacterianos pode ser realizada empregando-se
diversos métodos. Além das técnicas de microbiologia classica (analise da
morfologia e das provas bioquimicas ou biotipagem), também podem ser
empregadas novas metodologias modernas, como a utilizagdo de métodos
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moleculares, os quais vem permitindo uma mudanga drastica do conhecimento
da diversidade microbiana no ambiente (PACE, 1997). Também, uma nova
técnica denominada MALDI-TOF vem sendo amplamente utilizada para a
identificacdo de microrganismos. Esta técnica consiste na aplicagdo de métodos
fisico-quimicos, como a espectrometria de massa com processo de ionizagao por
dessorcdo a laser assistida por matriz e analise de tempo de voo (“Matrix-
assisted laser dessorption/ionization time-of-flight” — MALDI-TOF).

2.4.1 Aregiao 16S

O gene 16S rRNA é uma das regides mais conservadas no DNA de todas as
células procariotas, apresenta aproximadamente 1500 pares de bases e tem sido
utilizado como marcador molecular, permitindo a identificacdo destes
microrganismos ou pelo menos um conhecimento filogenético destes, possibilitando
averiguar sua procedéncia génica e estabelecer relagdes entre eles (DESANTIS et
al., 2006; GRORKOPF et al., 1998).

Grande parte dos procariotos apresenta trés rRNAs, denominados 5S, 16S e
23S RNA. Os genes que codificam estes rRNAs sao tipicamente organizados como
um operon co-transcrito. Cada um destes rRNAs apresenta tamanho diferente,
sendo 120 pb para o 5S, 1500 pb para o 16S, e 2900 pb para o 23S (GUTELL;
LARSEN; WOESE, 1994).

Apesar do gene codificador do 16S rDNA apresentar regides hipervariaveis
denominadas de V1 a V9 (Figura 3.a), cujas sequéncias se alteram com o decorrer
da evolucdo e assim sao responsaveis pela caracterizagdo das espécies, também
apresenta diversas regides altamente conservadas. A partir das sequéncias
conservadas, é possivel desenhar oligonucleotideos iniciadores “primers” universais
para amplificar este gene (CHAKRAVORTY et al., 2007; PETTI, 2007) (Figura 3.b).
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Figura 3 - Esquema do gene rDNA 16S, com aproximadamente 1500 pares de
bases, com as regides conservadas e variaveis.
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3.A: em azul as regides das sequéncias conservadas, em caixas achuradas as regides
das sequéncias variaveis. 3.B: os circulos pretos representam as regides conservadas.
Os numeros da parte superior indicam o tamanho da regido em pares de bases. Na
parte inferior estdo indicados o numero da base de inicio dos oligonucleotideos
iniciadores (“primers”) para a amplificagao de cada regiéo.

O gene codificador do 16S rRNA tem sido amplamente utilizado, pois, além da
facilidade em obter amplicons, devido as suas caracteristicas, permite a identificagcao
de bactérias de forma rapida e pouco onerosa. Isto ocorre, principalmente, devido ao
tamanho da sequéncia completa e de suas regides hipervariaveis (WOO et al.,
2003).

Dadas as caracteristicas do gene 16S rRNA e a verificagcdo das inumeras
publicagdes em que este foi empregado, pode-se concluir que esta sequéncia é a
ferramenta mais amplamente utilizada quando n&o se tem informagéo alguma sobre
o isolado seja para realizar a identificacdo deste (JANSSEN, 2006; MIGNARD;
FLANDROIS, 2006) ou para estudos filogenéticos (SINGLETON et al.,, 2001;
WHITEHAD; COTTA, 1999). Todavia, apesar de todas as vantagens derivadas do
emprego de 16S rRNA para a identificacdo de procariotos, existem alguns
problemas nesta utilizagao:

- Ha a possibilidade de que apenas a utilizagdo desta informacado nao seja
suficiente para diferenciar algumas espécies de bactérias, como ocorre com Bacillus
cereus e Bacillus anthraxis, nas quais as diferencas estao presentes nos plasmidios
pX01 e pX02 que contém os de viruléncia para a bactéria causas antraz (PILO e
FREY 2011).

contem espécies patogénicas e outras de grande importancia em aplicagéo

Na verdade, a identificagcdo de espécies do género Bacillus, que

biotecnoloégica como B. thuringiensis, ndo pode ser feita somente baseada as
diferengas do gene 16S rRNA (CHEN; TSEN, 2002);
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- O fato de que recentemente foi demostrado que somente 15% das bactérias
contém apenas 1 copia do 16S rDNA e que, em muitos casos, estas copias ndo séo
idénticas, tornando os resultados do sequenciamento impreciso (VETROVSKY;
BALDRIAN, 2013).

- Ainda, ha géneros bacterianos muito diversos, como Pseudomonas, que
reunem grande numero de espécies. Assim, devido a baixa taxa de evolugdo ha
diferentes espécies que apresentam 16S rDNA com grande similaridade, tornando a
identificacdo baseada apenas nessa sequéncia muito dificil (MULET et al., 2009,
2010).

Assim, pelo menos pelas razdes acima mencionadas, para se identificar uma
nova bactéria isolada, atualmente é entendido que se faz necessario analisar as
sequéncias de outros genes e analisar outras caracteristicas, como suas proteinas e
suas necessidades metabolicas (PETTI, 2007; KANG et al., 2010).

2.4.2 O gene rpoD

Embora o sequenciamento do 16S rRNA seja o mais amplamente utilizado
para a identificacdo de microrganismos, principalmente devido a vasta base de
dados existente para estas sequéncias, existem ainda outras regides de DNA
conservadas com regides variaveis que podem ser encontradas em microrganismos,
como gene que codifica o fator 6’° da RNA polimerase.

O gene rpoD, é universal, e apresenta baixos niveis de transferéncia
horizontal, podendo assim sua sequéncia ser utilizada de forma confiavel para a
identificacdo de microrganismos (YAMAMOTO; HARAYAMA, 1998).

Com tamanho de aproximadamente 800 pares de bases, o gene rpoD, pode
ser dividido em quatro regides, destas as regides 2 e 4 sdo bem conservadas para
todos os membros da familia 6’°, pois envolvem sub-regides envolvidas na ligagao
da RNA polimerase; ja nas regides 1 e 3 sdo encontrados maiores numeros de
variagoes génicas (PAGET; HELMANN, 2003).
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2.4.3 Construcdo de Arvore Filogenéticas

Os organismos vivos, podem ser descritos, comparados e correlacionados de
diversas maneiras, sendo possivel classifica-los por seu nivel de similaridade e
parentesco, ou seja, por um relacionamento filogenético através do qual € possivel
ter conhecimento da evolugdo bioldgica, surgimento e extingdo de espécies,
dependendo da metodologia empregada (FOSTER, 2001).

Este trabalho teve por objetivo, a identificagdo de algumas bactérias isoladas
potencialmente mais promissoras para emprego em biorremediagdo e/ou
bioacumulo de cobre, ndo sendo importante, neste momento, a histéria evolucionaria
destes isolados. Assim, o método de analise que foi escolhido para a construgao de
arvores filogenéticas pertence a escola fenética, ou seja, permite taxonomia
numérica. Neste método, a maior importancia € dada a similaridade entre os
organismos. Quanto maior a proximidade filogenética, maior a semelhanga entre
eles (ALVES, 2001).

Entre os métodos fenéticos mais utilizados principalmente devido a sua
eficiéncia computacional esta o “neighbor-joining”. Este meétodo consiste na
minimizacdo da soma dos comprimentos dos ramos a cada etapa do processo de
clusterizagdo (SAITOU; NEI, 1987). O principal problema desta metodologia é que
todas as informagbes contidas em uma sequéncia ficam reduzidas a numeros
levando a perda de informagdes da evolu¢gdo do microrganismo analisado (KUMAR,;
FILIPSKI, 2008).

Técnicas estatisticas sdo empregadas em conjunto com as analises
filogenéticas de forma a verificar a confiabilidade das analises realizadas, o
procedimento de “bootstrap” € um dos mais utilizados. Ele consiste na construgao de
novas arvores a partir do conjunto de dados original, e calcula o numero de vezes
em que um determinado ramo aparece em uma mesma posi¢cao (YANG; RANNALA,
2012).
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2.4.4 Espectrometria de Massa (MS) com lonizacdo por Dessorcdo a Laser
Assistida por Matriz e Analise de Tempo de Voo (MALDI-TOF)

A metodologia MALDI-TOF (“espectrometria de massa associada a
metodologia de ionizagdo por dessorgao a laser assistida por matriz e analise de
tempo de voo”) vem sendo amplamente empregada para a identificacdo de
microrganismos. Esta metodologia é capaz de diferenciar os microrganismos nao
apenas a nivel de género e espécie, mas também a nivel de cepa, principalmente
para amostras de procedéncia clinica (MURRAY, 2010).

A principal caracteristica desta técnica esta na capacidade de gerar um
espectro baseado na massa e na carga dos componentes proteicos de uma
amostra. Tal espectro apresenta alta precisdo e reprodutibilidade, sendo
considerado singular para cada espécie e até mesmo para cada cepa de uma
mesma espécie (CARBONNELLE et al.,2011).

A técnica consiste basicamente na aceleracdo de particulas dessorvidas e
ionizadas por um campo eletromagnético no interior de um tubo com vacuo
constante. O tempo de voo das particulas (TOF) & precisamente medido, e
baseando-se nessa informagao € possivel gerar um perfil dos constituintes de uma
amostra, o qual se torna tdo especifico que &€ denominado de impressao digital
(“fingerprinting”) de uma espécie. Um “software” analisa este perfil e o compara com
os existentes em uma base de dados permitindo, assim, a identificacdo da amostra
(WIESSER et al., 2012; TUMA, 2003) (Figura 04). Assim, a limitagdo da técnica esta
apenas na dependéncia de uma base de dados de memodria dos padroes do

equipamento.
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Figura 4 - Esquema da metodologia de identificacdo de bacterias pela tecnica
MALDI-TOF (Espectrometria de Massa com lonizagdo por Dessor¢édo a Laser
Assistida por Matriz e Analise de Tempo de Voo).
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No momento em que o laser atinge a superficie da amostra embebida em uma matriz,
ocorre a dessorgao térmica, levando a formacao de ions, os quais sdo acelerados em um
campo elétrico de acordo com sua massa e carga. No Tubo de voo ocorre a separacéo dos
compostos, devido as suas diferentes caracteristicas, estes compostos sdo detectados pelo
sensor que marca seu tempo de voo. Um espectro é formado e a partir da comparacao
deste com um banco de dados é possivel identificar a amostra.

As principais vantagens desta técnica sdo a rapidez e a simplicidade para a
identificacdo de isolados, uma vez que nao € necessario nenhum preparo prévio da
amostra, sendo possivel utilizar células intactas, como as obtidas em uma coldnia
isolada recém cultivada sendo o tempo para analise da ordem de segundos. O custo
deste tipo de analise também é bastante reduzido, ja que necessita de pequenas
quantidades de material. No entanto, esta tecnologia € baseada em bases de dados
comercializados, cujas entradas sdo principalmente de microrganismos de
proveniéncia clinica, sendo esta uma limitagdo técnica para a identificacdo de

isolados ambientais (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011).
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2.4.5 Caracterizacdo bioguimica

Com a utilizagao de “kits” industrializados para caracterizagao bioquimica, que
permitem a comparagdo de seus resultados com um vasto banco de dados, é
possivel obter a identificagdo de microrganismos, embora imprecisa para isolados
ambientais, quando aliada as demais técnicas de identificagdo, a utilizacdo desses
permite comprovar os demais resultados obtidos.

Apesar de alguns microrganismos ambientais ndo apresentarem seus
resultados inseridos nos bancos de dados, é possivel encontrar em diversas
publicagdes (Quadro 1) resultados desses “kits” referentes a diversos isolados
ambientais, tornando possivel sua comparagcdo com resultados obtidos.

Quadro 1 — Resultados do teste API 20NE BIOMERIEUX®, segundo a literatura.
TESTES Microrganismos

6|7
Reducgéao de nitratos + |+ |+ |+|=-]=-] -
Producgao de indol - =] =] =] ===
Fermentacgado de Glicose == =] =] ===
Arginina Dihidrolase - = =] =] ===
Urease | =] = =]+
R-glucosidase - =] -] -
Protease - = =] =] -
RR-galactosidase - = =]=-]-
Glicose - =] =] = -
Arabinose

Manose

Manitol
N-acetil-glucosamida
Maltose

Gluconato

Acido caprico

Acido adipico

Malato

Citrato

Acido fenilacético
Oxidase

Preciptagcdo de Tween 80
Hemodlise em agar sangue
Coloragdao Gram - = =] =] ==

Obs.:1 — C. necator, 2 — C. oxalaticus, 3 — C. taiwanensis, 4 — C. metallidurans, 5 — C.
pauculus (SAHIN et al., 2000; DE BAERE et al., 2001; CHEN et al., 2001; IWAKI et al.,
2008; CUADRADO et al., 2010; MARTINEZ-AGUILAR; CABALLERO-MELLADO; SANTOS,
2013). 6 — H. huttiense (DOBRITSA; REDDY; SAMADPOUR, 2010). 7 — N. resinovorum
(LIM; MOON; CHUN, 2007). Os quadrados em cinza representam dados que n&o foram
encontrados na literatura.
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Embora apenas a caracterizagdo bioquimica ndo seja suficiente para
identificar espécies bacterianas (CARBONELLE et al., 2011), esta caracterizagéao é
bastante util para que sejam obtidas caracteristicas fisiolégicas dos microrganismos
isolados, as quais permitem a otimizagao de seu cultivo in vitro, levando a obtengao

de melhores resultados.
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3 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel chegar as seguintes conclusées:

A partir de amostras de solo, sedimento e aguas da Mina do Sossego
da VALE, em Carajas, PA, foi possivel o isolamento de bactérias de
diferentes espécies que apresentam elevada resisténcia a Cu®*. Foram
selecionadas 12 bactérias pertencentes a 6 géneros diferentes, e a
pelo menos, 8 espécies diferentes;

Dentre as bactérias selecionadas as mais prevalentes (ou frequentes)
séo do género Cupriavidus (40- 50% dos isolados);

Dentre as bactérias selecionadas como mais promissoras para 0s
estudos de biorremediacdo foram 12 ao todo, 58,33% do género

Cupriavidus;

Ao relacionar os dados obtidos pelas diversas técnicas de identificagéo
aplicadas, principalmente com a construcdo das arvores fenéticas foi
possivel obter a identidade de todos os isolados, ndo apenas a nivel de
género, mas também uma aproximagdo bastante precisa de suas

especies;

Cinco isolados apresentaram produgdo de biomassa superior a do
controle positivo, a bactéria Cupriavidus metallidurans CH34, que
produziu 3,89 g biomassa seca/L de meio de -cultura, quando
cultivados com sob as mesmas condigcdes de temperatura, pH e
composi¢ao do meio:
1. 69.b (C. oxalaticus) 5,38 g biomassa seca/L

74.a (C metallidurans) 4,72 g biomassa secallL

90.a (C. taiwanensis) 4,31 g biomassa secalL

98.a (C. metallidurans) 4,50 g biomassa seca/L

o & 0D

120.e (N. resinovorum) 4,65 g biomassa seca/L
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Varios dos isolados bacterianos apresentaram maior resisténcia aos
jons Cu®* superior & da bactéria controle Cupriavidus metallidurans
CH34, bactéria padrao de estudos em biorremediacdo de metais
pesados (MIC 6,0 mM Cu ?*) s&o estes:

69.a (C. taiwanensis) — 8,5 mM CuCl,

74.a (C metallidurans) — 15,0 mM CuCl,

80.a (C. metallidurans) — 15,0 mM CuCl,

90.a (C. taiwanensis) — 9,5 mM CuCl,

98.a (C. metallidurans) — 15,0 mM CuCl,

104.b (C. metallidurans) — 15,0 mM CuCl;

120.e (N. resinovorum) — 10,0 mM CuCl;

122.b (S. maltophilia) — 12,0 mM CuCl;

125.e (H. huttiense) -12,5 mM CuCl,

© © N o g kA~ wDdh =

Apenas 4/12 dos isolados selecionados apresentaram MIC inferiores a
9,0 mM de CuCly;

Os elevados niveis de resisténcia aos ions Cu?* dos isolados s&o
indicativos do potencial de emprego para biorremediagdo de aguas,
solo e sedimentos contaminados com Cu®*. Todavia, temos claro que
nao obrigatoriamente a elevada resisténcia a Cu?* significa uma ligacdo

direta com elevada capacidade de adsorcao destes ions;

Em 24h, 5 dos 12 isolados, apresentaram valores de adsor¢ao de ions
de cobre superior aos do controle positivo, a bactéria Cupriavidus
metallidurans CH34, que, em 24h, apresentou capacidade de adsorc¢ao
de 18,9 mg Cu?* /mg biomassa seca:

69.a (C. taiwanensis) — 19,2 mg Cu?*/g biomassa seca

69.b (C. oxalaticus) — 25,08 mg Cu?*/g biomassa seca

80.a (C. metallidurans) — 20,72 mg Cu®**/g biomassa seca
98.b (P. putida) — 68,85 mg Cu**/g biomassa seca

122.b (S. maltophilia) — 29,64 mg Cu?*/g biomassa seca

o M 0N =
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O isolado 98.b, identificado como Pseudomonas putida, apresentou
adsorcdo de 68,85 mg de Cu?/ g de biomassa seca em 24 h de
exposigao, valor este 3,64 vezes superior ao do controle utilizado. Este
valor é 2,5 vezes superior ao Qusx da Pseudomonas putida encontrado
na literatura ( 27,6 mg de Cu2+/ g de biomassa seca), mesmo tendo
sido obtido com o meio padrdo do trabalho, ou seja, sem possiveis

otimizagdes de cultivo.

Os diferentes isolados identificados como Cupriavidus metallidurans
apresentaram diferentes capacidades de adsorcao de ions cobre, em
relacdo a capacidade da linhagem controle CH 34:

- Um dos isolados (80.a.), apresentou capacidade superior

- Trés isolados apresentaram capacidade inferior: 74.a, 98.a € 104.b

A causa de tais diferencas pode ser devido as diferencas entre as
cepas, como foi possivel observar na arvore fenética destes
microrganismos, a qual mostra que existe uma pequena distancia

génica entre eles.
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