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RESUMO

Silva BP. Identificacdo de Bactérias Isoladas de Elementos Metalicos de Torres de
Transmissdo de Energia Elétrica e Avaliacdo de Resisténcia a Metais Pesados [dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo; 2011.

A corrosao metdlica € um problema que afeta a economia mundial, gerando enormes gastos
para a populacdo e mais especificamente para algumas industrias. As reacdes de corrosao
aumentam os custos de geracgéao, transmissao e distribuicdo de energia elétrica e podem ser
influenciadas por atividades microbianas, podendo levar a aceleragdo ou inibicdo do
processo. As bactérias capazes de influenciar os processos de corrosao apresentam uma
caracteristica interessante do ponto de vista biotecnoldgico, pois sobrevivem em ambientes
com altas concentracfes de metais, podendo ser utilizadas na biorremediacdo de ambientes
contaminados com metais pesados. O presente trabalho teve por objetivo isolar e identificar
as bactérias associadas a processos de biocorroséo e/ou biotransformagéo em estruturas
metalicas de torres de transmissdo de energia em operagdo no campo, bem como avaliar a
resisténcia destas bactérias a diferentes metais pesados. A identificagdo taxondmica dos
isolados de bactérias associados a elementos metdlicos foi efetuada por analise filogenética
das sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S ap0s a selecdo de ribotipos distintos
obtidos pela analise de fingerprinting gendmico. O isolamento de bactérias associadas a
elementos metalicos de torres de transmissado de energia elétrica resultou em 101 bactérias
distribuidas em oito géneros: Lysinibacillus, Serratia, Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Exiguobacterium, Chryseobacterium, Bacillus e Acinetobacter, sendo o0s géneros
Acinetobacter e Pseudomonas os mais abundantes. Os 101 isolados foram avaliados
quanto a resisténcia a diferentes metais pesados e no geral todos os géneros foram
resistentes a mais de um metal. Para a maioria dos isolados e dos metais, 0 crescimento
bacteriano diminuiu conforme o aumento da concentragdo do metal. O metal que menos
afetou o crescimento dos isolados das torres foi 0 cromo e o que mais afetou foi o mercurio.
Os isolados BD69, BD76, BD78 e BD79 do género Acinetobacter se destacam por sua
resisténcia ao cobre, enquanto os isolados BD11, BD50, BD65 e BD115 do género Serratia
e os isolados BD10, BD20, BD21 e BD22 do género Lysinibacillus se destacaram pela
resisténcia ao arsenito. Os géneros Pseudomonas e Acinetobacter também se destacaram
pela resisténcia ao arsénio, apresentando isolados que praticamente ndo tiveram seu
crescimento alterado na concentragdo de 10 mM de arsenito. No género Stenotrophomonas
se destacaram os isolados BD82 e BD129 que foram bem mais resistentes do que os

isolados BD61 e BD96 desse mesmo género em varios metais. Os géneros



Exiguobacterium e Chryseobacterium ndo apresentaram uma alta resisténcia aos metais

testados, com excecdo do cromo para Exiguobacterium e arsénio para ambos.

Palavras-chave: Fingerprinting gendmico. Gene RNA ribossomal 16S. Resisténcia a metais

pesados.



ABSTRACT

Silva BP. ldentification of Bacteria Isolated from Metallic Elements of Electric Energy
Transmission Towers and Evaluation of Heavy Metal Resistance. [Master Thesis
(Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2011.

Metallic corrosion is a problem that affects the world economy, generating huge costs to the
population and more specifically to certain industries. The corrosion reactions increases the
cost of generating, transmission and distribution of electric energy and may be influenced by
microbial activities which can lead to inhibition or acceleration of the process. Bacteria
capable of influencing corrosion processes have an interesting feature of the
biotechnological point of view, since they can survive in environments with high
concentrations of metals and could be used in bioremediation of heavy metals contaminated
environments. This study aimed to isolate and identify bacteria associated with biocorrosion
processes and/or biotransformation in metallic structures of power transmission towers on
operation in the field, as well as evaluating the resistance of these bacteria to different heavy
metals. The taxonomic identification of the isolates of bacteria associated with metallic
elements was performed by phylogenetic analysis of partial sequences of 16S ribosomal
RNA gene after selection of distinct ribotypes obtained by the analysis of genomic
fingerprinting. The isolation of bacteria associated with metallic elements of transmission
towers for electric power resulted in 101 bacteria distributed in eight genera: Lysinibacillus,
Serratia, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Exiguobacterium, Chryseobacterium, Bacillus
and Acinetobacter, being the genera Acinetobacter and Pseudomonas the most abundant.
The 101 isolates were evaluated for resistance to different heavy metals and in general all
genera were resistant to more than one metal. For most of the isolates and metals, bacterial
growth decreases with increasing concentration of the metal. The metal that least affected
the growth of isolates of the towers was chromium and that most affected was mercury. The
isolates BD69, BD76, BD78 and BD79 from Acinetobacter genus are noted for their
resistance to copper, while isolates BD11, BD50, BD65 and BD115 from Serratia genus and
isolates BD10, BD20, BD21 and BD22 from Lysinibacillus genus stood out for resistance to
arsenite. Genera Pseudomonas and Acinetobacter were also noted for their resistance to
arsenic, showing isolates that hardly changed their growth at a concentration of 10 mM of
arsenite. In the genus Stenotrophomonas stood out isolates BD82 and BD129, which were
much more resistant than isolates BD61 and BD96, of the same genus, in several metals.
The genera Exiguobacterium and Chryseobacterium do not show high resistance to metals

tested, except for chrome to Exiguobacterium and arsenic for both.



Keywords: Genomic fingerprinting. 16S ribosomal RNA gene. Heavy metals resistance.
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1 INTRODUCAO

A corrosdo metdlica € um problema que afeta a economia mundial, gerando enormes
gastos para a populacdo e mais especificamente para algumas industrias. As principais
estruturas afetadas sdo as tubulacdes de transporte de petréleo e de agua e esgoto. Em
2002, um estudo sobre o custo da corrosdo em 26 setores da industria nos Estados Unidos
estimou um custo total direto de 276 bilhGes de délares devido a corrosdo metalica por ano,
aproximadamente 3% do produto interno bruto. Além disso, a corrosdo é responsavel pelo
aumento dos custos de geracao, transmissao e distribuicdo de energia elétrica, sendo, em
1998, responsavel por aproximadamente 8% do custo total de eletricidade para os
consumidores dos Estados Unidos (Koch et al., 2001). N&o ha informacdes sobre o prejuizo
causado pela corrosdo em estruturas de transmissao e distribuicdo de energia elétrica no
Brasil, entretanto, sabe-se que a corrosdo compromete estruturas metélicas em Vvarios
setores da industria brasileira. A corrosdo ocorre quando materiais feitos de metais sofrem
alteracdes quimicas, onde acontece uma transferéncia de elétrons que leva esses metais
para um estado ionizado. Esse processo consiste em uma reacdo anidnica que envolve a
ionizacdo (oxidacdo) do metal, que é a reacdo de corrosdo propriamente dita, € uma reacao
catibnica baseada na reducdo de uma espécie quimica (Gentil, 1996). Essas reacdes
podem ser influenciadas por atividades microbianas, especialmente quando 0s organismos
estdo em contato com a superficie do metal, formando um biofilme que pode levar a
aceleracdo ou inibicdo da corrosdo (Beech e Gaylard, 1999; Jayaraman et al., 1999;
Rajasekar et al., 2007). Esse tipo de deterioracdo do metal € conhecido por biocorrosdo ou
corroséo influenciada por micro-organismos (MIC). Os biofilmes afetam as interacdes entre
a superficie do metal e seu ambiente, ndo s6 em processos de deterioragdo, como o MIC,
mas também em alguns processos biotecnoldgicos ligados, principalmente, a recuperacao
de materiais. Portanto, o biofilme é considerado a chave para as alteracdes ocorridas na
superficie do metal, que causam o aumento ou a inibicdo da corrosdo. Os micro-organismos
influenciam a corrosdo na medida em que modificam as condigbes eletroquimicas da
superficie do metal em contato com o biofilme. Este induz alterac6es no tipo e concentracédo
de ions, valores de pH e de potencial de oxireducdo, alterando desta forma o
comportamento do substrato metalico (Beech e Gaylard, 1999).

Os micro-organismos envolvidos na biocorrosédo de metais como ferro, cobre e
aluminio apresentam uma grande diversidade fisiol6gica. Sua capacidade de influenciar na
corrosdo de varios metais normalmente considerados resistentes a corrosdo, em diversos
ambientes, resulta numa ameagca real a estabilidade destes metais. Esses micro-organismos

podem coexistir naturalmente sob a forma de biofimes, frequentemente formando
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consorcios que sdo capazes de afetar processos eletroquimicos através do metabolismo
cooperativo, ndo observado em espécies individuais (Gayosso et al., 2004). A alteracdo
desses processos eletroquimicos pode influenciar tanto na formagéo da corrosdo metélica,
guanto na inibicdo da mesma. A inibicdo da corrosdo pela formacdo de um biofilme tem sido
observada em diferentes materiais expostos a ambientes corrosivos na presenca de
diferentes bactérias (Nagiub e Mansfeld, 2002; Juzeliunas et al., 2005). Assim como as
bactérias que influenciam o processo da corrosdao metélica, as bactérias que inibem esse
processo apresentam uma caracteristica interessante do ponto de vista biotecnolégico:
ambos 0s grupos sobrevivem em ambientes com altas concentracfes de metais.

Com o0 aumento da poluicdo nas areas industriais, 0 interesse por micro-organismos
resistentes a metais pesados tem aumentado e varios estudos relacionando micro-
organismos e metais pesados tém sido realizados. Como os poluentes metalicos ndo séo
degradados, alternativas para transformar esses metais pesados em metais menos toxicos,
assim como, alternativas para remocéo desses poluentes tém sido alvo de interesse de
pesquisas. A remoc¢do dos metais pesados no ambiente pode ser feita através de
tratamentos fisico-quimicos ou com a utlizagdo de micro-organismos, através da
biorremediacdo (Costa e Duta, 2001; Sar et al., 2001). Os principais processos pelos quais
0S micro-organismos realizam a biorremediacdo séo a biossor¢cdo e a biotransformacéo de
metais.

O termo “biossorcao” é definido como um processo onde sdlidos de origem natural
ou seus derivados sdo usados na retencao de metais pesados de um ambiente aquoso. A
biossorcdo compreende a ligacdo de metais a biomassa por um processo que nao envolva
energia metabdlica ou transporte (Vieira e Volesky, 2000). Ja o principal foco nos estudos de
biotransformagdo € a conversédo de ions metdlicos para formas menos téxicas através de
reacdes de reducao (De et al., 2008).

A biorremediagdo é interessante se comparada com métodos fisico-quimicos de
remocdo de metais, pois pode apresentar baixo custo e alta eficiéncia quando as
concentracdes de metais sdo baixas (Volesky e Holan, 1995; Sivaprakash et al., 2009).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo a identificacdo de bactérias
associadas a torres de transmisséo de energia elétrica e a avaliacdo de possiveis bactérias

resistentes a metais pesados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Torres de transmissao de energia elétrica

As torres das linhas de transmisséo de energia elétrica sdo projetadas para atender a
longos periodos de operagdo. Dentre os materiais mais utilizados na fabricacdo das torres
destacam-se o0s metais, devido sua resisténcia mecanica, facilidade para montagem e
manutencdo da estrutura em campo. Porém, os metais estdo sujeitos a um fenémeno
comum na hatureza conhecido por corrosdo. No caso das torres, elas estdo sujeitas a
agressividade de dois ambientes totalmente diferentes: a atmosfera e o solo. Na atmosfera,
a corrosao dependera da temperatura, umidade relativa, particulas em suspenséo e gases.
Ja no solo, a corrosdo devera ocorrer em fungdo da porosidade, condutividade elétrica,
umidade, sais dissolvidos, pH e micro-organismos. Dentre os metais mais comuns utilizados
em torres de energia, 0 ago inoxidavel sofre a corrosédo com a presenca do ion cloreto. Por
sua vez, o aluminio é corroido com facilidade na presenca de acido cloridrico e solu¢des de
bases fortes, como hidroxido de sédio e sais de merclrio e o cobre sofre a corrosao
acentuada quando submetido as solu¢cdes amoniacais (Gentil, 1996). O produto da
corrosdo, seja ela qual for, danifica as estruturas metélicas das torres, aumentando os
custos de geracgdo, transmissédo e distribuicdo de energia elétrica. O prejuizo causado pela
corrosdo na industria de energia elétrica nos Estados Unidos em 1998 foi estimado em torno
de 17 bilhdes de dolares (Koch et al., 2001).

Devido a agressividade da corrosdo, as estruturas e 0s equipamentos de aco-
carbono devem ser protegidos, sendo usual o emprego de revestimentos com tintas a base
de resinas poliuretana, vinilica, ep6xi, acrilica ou a base de silicato inorganico ou organico
de zinco. De todas as diferentes intervencdes que podem ser utilizadas para prevenir a
corroséo das torres, a que tem se mostrado mais eficaz € a galvanizacdo de todas as pecas
de sua estrutura. Esse processo consiste na imersdo das pecas da estrutura em um banho
de zinco e aluminio fundido. O termo galvanizacdo é atribuido & interagédo entre o0 ago € o
zinco, uma vez em contato com um meio Umido, é criada uma diferenca de potencial elétrico
entre 0s metais e ocorre o fluxo de elétrons. Essa corrente recebe o nome de corrente
galvanica e esse tipo de protec¢édo é chamado de protecdo catddica com anodos de sacrificio
ou galvanicos. Nesse processo, 0 metal protegido funciona como um catodo e ndo tem a
sua massa oxidada no processo de corrosdo. Para as torres, o0 zinco € o anodo de sacrificio,
ou seja, 0 elemento que serd corroido na superficie da torre, em sua camada de
revestimento, protegendo dessa forma o material base da estrutura. O aluminio ndo exerce
uma funcdo marcante na galvanizacdo, pois aparece em quantidades abaixo de 0,006% e

serve para dar brilho a superficie da liga (Gentil, 1996; Amaral et al., 2008).
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Outra forma de tentar prevenir a corrosdo € com a utilizacdo de ligas de acos
especiais ha montagem das estruturas das torres. Um tipo de agco que vem sendo utilizado
em diversas estruturas e que ndo necessita de pintura de revestimento é o aco aclimavel.
Os chamados acos patinaveis ou aclimaveis (weathering steel), conhecidos pelos nomes de
COR — TEM, SAC, COS - ARCOR e classificados como ASTM — A 242 s&do aqueles que
dentro de certas circunstancias se recobrem de uma ferrugem protetora, evitando assim a
aplicacdo de tintas ou revestimentos. Esses agos, embora ndo apresentem resisténcia a
corrosdo como do aco inoxidavel, apresentam resisténcia maior a corrosao atmosférica do
gue o aco-carbono. Essa maior resisténcia se deve ao fato de que no periodo inicial da
corrosdo atmosférica ha formacdo de ferrugem, e ao contrario do ago-carbono, essa
ferrugem tende, apds algum tempo, a se estabilizar: o filme de 6xido é muito denso, e nem a
dgua nem o oxigénio podem atravessa-lo, cessando, portanto, a corrosdo do ago. No
entanto, 0s agos patinaveis ou aclimaveis quando usados imersos ou sujeitos a agéo direta
da névoa salina necessitam também de protecdo com revestimento de tintas (Gentil, 1996).

As principais ligas desses agos estdo apresentadas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1- Composicéo de ligas metdlicas utilizadas em estruturas metalicas.

Composicao (%)*

Aco s
c Mn P > Si cu C NV Ti Nb
(Max)
COR-TEN .. 020- 007- 025- 025- 030- 065
A 012(Max) g5 015 905 075 o055 135 (Max) ; -
COR-TEN 0,90- 0,04 0,15- 0,25- 0,40- 0,02-
B 010019 455 Max %% o030 o040 065 =~ 010 -
COR-TEN 0,90- 0,04 0,15- 0,25- 0,40- 0,04-
c 012019 735 Maxy %%° o030 040 070 o010 -
, < 006 015 025 ] 015
SACS0-L  012(M&) 30 oap 0035 o oo (i
AR 011 093 001 0007 030 025 050 006 - - 001
NIOCOR 012 036 007 002 052 030 077 003 - - 0,02
G- 016 063 0012 0031 0012 001 003 001 - - -
CARBONO 1 ) L L L L y y

* Porcentagem do metal que compde o aco. Fonte Gentil, 1996.

2.2 MIC ou Biocorrosao

Corrosdao € um processo de ocorréncia natural, comumente definido como a
deterioracdo de um material, geralmente metalico, por acdo quimica ou eletroquimica do
meio ambiente aliada ou ndo a esforcos mecéanicos. A corrosdo quimica corresponde ao

ataque de um agente quimico diretamente sobre o material, sem transferéncia de elétrons
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de uma area para outra. Na corrosdo eletroquimica ocorrem reacfes que envolvem
transferéncia de carga ou elétrons através de uma interface ou eletrélito. Esse processo
consiste em uma reac¢do aniénica que envolve a ionizacdo (oxidacdo) do metal, que é a
reacdo de corrosao propriamente dita, e uma reacgdo catibnica baseada na reducédo de uma
espécie quimica (Gentil, 1996). Essas reac6es podem ser influenciadas por atividades
microbianas, especialmente quando 0s organismos estdo em contato com a superficie do
metal, formando um biofilme que pode levar a aceleracdo ou inibicdo da corrosdo (Beech e
Gaylard, 1999; Jayaraman et al., 1999; Rajasekar et al., 2007). Esse tipo de deterioracédo do
metal € conhecido por biocorroséo ou corroséo influenciada por micro-organismos (MIC).

A bicorrosdo é o resultado de interacBes entre a superficie metalica, produtos da
corrosdo abidtica, células bacterianas e seus metabdlitos, incluindo &cidos orgéanicos e
inorganicos e compostos volateis como amdnia e sulfeto de hidrogénio (Beech e Sunner,
2004). Os micro-organismos e seus metabdlitos influenciam a corrosdo na medida em que
modificam os processos eletroquimicos na superficie do metal em contato com o biofilme.
Este induz alteragcdes no tipo e concentracdo de ions, valores de pH e de potencial de
oxireducdo, alterando desta forma o comportamento do substrato metalico. O biofilme é
composto aproximadamente por 95% de agua, bactérias e uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), que facilita a ligacdo das células com a superficie. O EPS
secretado pela célula bacteriana é composto por polissacarideos, lipidios, acidos nucléicos e
proteinas, dependendo da espécie bacteriana produtora e das condi¢cdes nutricionais e
ambientais do cultivo. O material polimérico, além de favorecer a fixagdo dos micro-
organismos também serve como fonte nutricional no caso de baixa disponibilidade de
nutrientes. As proteinas e carboidratos que compdem os exopolimeros podem ainda se ligar
a ions metalicos através de seus grupos funcionais 0 que pode intensificar o processo
corrosivo (Beech e Gaylard, 1999; Beech e Sunner, 2004; Fang et al., 2002).

Os principais tipos de micro-organismos associados com 0s problemas de corrosdo
em estruturas de ferro fundido, aco mole e inoxidavel séo as bactérias redutoras de sulfato,
as bactérias que oxidam enxofre e manganés, as bactérias que oxidam/reduzem ferro e as
bactérias produtoras de acidos organicos e exopolissacarideos. Esses micro-organismos
podem coexistir naturalmente sob a forma de biofilmes, frequentemente formando
consorcios que séo capazes de afetar processos eletroquimicos através do metabolismo
cooperativo, ndo observado em espécies individuais (Beech e Gaylard, 1999).

Entre os micro-organismos que influenciam a corroséo, os mais notaveis sao as
bactérias redutoras de sulfato (SRB) e as bactérias redutoras de tiossulfato (TRB). Acredita-
se gue essas bactérias agem principalmente pela producéo de sulfeto de hidrogénio (H,S),
um agente corrosivo, que reage com a superficie metdlica. O sulfeto de hidrogénio é

resultante do metabolismo desses micro-organismos, que utilizam sulfato ou tiossulfato
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como aceptores de elétrons na respiragdo anaerébica (Boudaud et al., 2010). A reducéo de
tiossulfato para sulfeto também ¢é realizada por alguns membros da familia
Enterobacteriaceae, mas a relacdo dessa producéo de sulfetos com a biocorrosdo ainda nédo
foi claramente demonstrada nesse grupo (Barret e Clark, 1987). Membros dessa familia
tendem a dominar os primeiros estagios de desenvolvimento do biofilme, sugerindo uma
contribuicdo no processo de colonizagdo do metal. Durante a formag&do do biofilme, os
membros da familia Enterobacteriaceae sintetizam a matriz de polissacarideos, gerando
condicbes anoxicas, propicias para o crescimento de SRB, através do consumo de oxigénio
e fornecem acidos orgéanicos, que podem ser utilizados pelas SRB como substrato oxidavel
no processo de corrosdo direta do metal (Bermont-Bouis et al., 2007; Jan-Roblero et al.,
2008).

Além de membros da familia Enterobacteriaceae, outras bactérias apresentam a
capacidade de produzir 4cidos organicos de cadeia curta, tais como os 4cidos férmico,
acético e latico, como produtos do seu metabolismo. H& ainda espécies bacterianas que
geram &cidos inorganicos como resultado de suas atividades metabdlicas, como os 4cidos
nitrico, nitroso, sulfarico, sulfuroso e carbbnico. As bactérias produtoras de &cido estéo
diretamente relacionadas a biocorrosao pela producao de substancias corrosivas.

As bactérias que oxidam e/ou reduzem manganés e ferro também estdo associadas
ao processo de corrosao influenciada por micro-organismos. Dentre essas, as bactérias que
oxidam ferro estdo entre as mais frequentemente associadas ao MIC, tendo destaque para
0s géneros Gallionella e Leptothrix. Esses micro-organismos sdo aerébios e obtém a
energia necessaria ao seu metabolismo a partir da oxidacdo do ion ferroso a férrico. Em
decorréncia desse processo de oxidacao, ha a formacao de 6xidos e hidroxidos de ferro que
precipitam sobre as superficies do metal, possibilitando a corrosao por aeracao diferencial.
As areas com menos oxigénio se tornam anddicas, ocorrendo a dissolucdo do metal (Beech
e Gaylarde, 1999; Starosvetsky et al., 2007). O processo de corrosdo por aeragdo diferencial
ocorre quando um material é exposto a regides diferentemente aeradas, levando ao
estabelecimento de regides anddicas e catddicas na superficie do metal, promovendo o
fluxo de elétrons entre essas areas e facilitando a corrosdo. Assim, um biofilme que néo seja
capaz de promover o recobrimento total e uniforme de uma dada superficie (metal ou liga)
também poderd gerar células de aeracdo diferencial e favorecer a corrosdo. Acredita-se
ainda que a formacdo de células corrosivas aconteca como uma consequéncia da
respiracdo aerdbica dos micro-organismos presentes no biofilme (Gentil,1996).

Bactérias que oxidam manganés podem favorecer a corrosdo através do aumento do
potencial de circuito aberto de alguns metais, um fenbmeno chamado enobrecimento. O ago
inoxidavel normalmente nao corroi, pois seu potencial de circuito aberto se mantém abaixo

do potencial de corrosdo. No entanto, a presenca de bactérias que oxidam manganés
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aumenta esse potencial, permitindo que a corrosao ocorra. Aparentemente s6 a presenca da
bactéria j4 € necesséria para que isso aconteca, diferentemente do que se pensava antes,
quando se achava que o enobrecimento do metal acontecia devido ao depdsito de oxido de
manganés na superficie do metal por essas bactérias (Geiser et al., 2002).

As bactérias que depositam metal, como as que oxidam ferro e manganés, também
estdo associadas a formacao de tubérculos (depdsitos macroscopicos contendo micro-
organismos, matéria organica e inorganica) que além de possibilitar a corrosao por aeragéo
diferencial, também criam condi¢cdes anaerdbicas (embaixo dos tubérculos), que permitem o
crescimento de bactérias redutoras de sulfato, e consequentemente 0 aumento ha corrosao
(Beech e Gaylarde, 1999; Rao et al., 2000).

Outros micro-organismos influenciam na corrosdo através da degradagdo de
camadas protetoras da superficie do metal, como as bactérias redutoras de ferro que
promovem a corrosdo através da dissolugdo da camada protetora de 6xido férrico, formada
naturalmente em acos inoxidaveis, pela reducdo desse material (Videla, 1996" apud Herrera
e Videla, 2009).

A corrosao influenciada por micro-organismos € um processo complexo, onde
raramente uma Unica espécie e um Unico mecanismo estdo envolvidos. Os micro-
organismos envolvidos na biocorrosdo de metais como ferro, cobre e aluminio apresentam
uma grande diversidade fisiolégica e sua capacidade de influenciar na corrosdo de varios
metais normalmente considerados resistentes a corrosdo, em diversos ambientes, torna
esses micro-organismos uma ameaca real a estabilidade destes metais.

No entanto, assim como 0S micro-organismos podem influenciar na corroséao
metalica, também podem inibir a corrosdo. Os micro-organismos podem contribuir com a
inibicdo da corrosao pela formacgédo de um filme protetor na superficie do metal. Esse filme
pode ser constituido por éxidos presos na matriz do biofilme ou pela propria matriz em si,
formando uma barreira que pode impedir a penetragdo de agentes corrosivos como oxigénio
e cloretos. Além disso, alguns biofilmes podem conter substancias antimicrobianas que
inibem o crescimento de bactérias causadoras do MIC, como as bactérias sulfato redutoras
(Zuo, 2007). A inibicdo da corrosdo pela formagdo de um biofilme tem sido observada em
diferentes materiais expostos a ambientes corrosivos na presencga de diferentes bactérias
(Nagiub e Mansfeld, 2002; Juzeliunas et al., 2005). Os micro-organismos também podem
contribuir para inibicdo da corrosdo através da remocdo de oxigénio, pela respiracédo
aerdbica (Jayaraman et al., 1999). Em conclusdo, tanto as bactérias que influenciam o

processo da corrosdo metalica, como as bactérias que inibem o processo de corrosédo

! Videla,HA. Corrosion inhibition by bacteria. In: Videla HA, editor. Manual of Biocorrosion. Boca
Raton: CRC LewisPublishers; 1996a. p. 121-135.
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podem apresentar caracteristicas interessantes do ponto de vista biotecnolégico, pois

ambos os grupos sobrevivem em ambientes com altas concentragbes de metais.

2.3 Metais pesados e sua relagcdo com a célula

Metais pesados sdo metais com densidade acima de 5 g/lcm®, portanto, s&o
considerados metais pesados o Galio, indio, Estanho, Talio, Chumbo e Bismuto, os metais
de transicéo, exceto Escandio, Titanio e itrio, os semi-metais Germéanio, Arsénio, Antimonio,
Teldrio e Poldnio, os Lantanideos e os Actinideos (Weast et al, 19842 apud Nies,1999).
Muitos metais pesados formam compostos complexos importantes para as reacodes
bioquimicas da célula e por isso sdo chamados de elementos tracos. No entanto, em altas
concentragcdes os ions de metais pesados formam compostos inespecificos, levando a
efeitos toxicos na célula. Mesmo elementos tracos, como o zinco, o niquel e especialmente
0 cobre, sdo toxicos em altas concentragdes e, portanto, mecanismos capazes de manter
um sistema de homeostase na célula sdo necessarios (Nies, 1999).

A permeabilidade dos metais na célula, sejam eles téxicos ou nao, ocorre por meio
de dois sistemas de captacao de metais: um inespecifico, mais rapido, que utiliza uma
variedade de substratos e, portanto é constantemente expressado e outro especifico, mais
lento e que utiliza ATP como fonte de energia.

Quando uma célula se depara com uma alta concentracdo de algum metal pesado
gque esteja sendo captado pelo sistema inespecifico, este metal continuara sendo
transportado para a célula, apesar da alta concentracdo deste no citoplasma, pois o sistema
inespecifico é constantemente expressado, sendo esse um dos motivos pelo qual os metais
pesados sao toxicos (Nies,1999). Uma vez dentro da célula, os céations desses metais
tendem a se ligarem aos grupos sulfatos ou a interagirem com outros cations, inibindo desta
forma a atividade fisiolégica de algumas enzimas e de alguns cations, respectivamente.
Além disso, nas bactérias, os céations de metais podem se ligar a glutationa, causando
estresse oxidativo na célula devido ao peréxido de hidrogénio formado por essa reacéo. Por
tltimo, os anions de metais pesados interferem no metabolismo de compostos nao
metdlicos estruturalmente relacionados (exemplo: cromato e sulfato), além da reagédo de
reducdo desses anions levarem a formacéao de radicais livres (Nies, 1999).

O potencial de toxicidade dos ions de metais pesados adicionado ao sistema de
captacdo inespecifico forcou as células a desenvolverem mecanismos de homeostase e

resisténcia a metais ao longo de sua evolugédo. No entanto, nem todos os metais pesados

% Weast RC, Astle MJ, Beyer WH. CRC handbook of chemistry and physics. 64" ed. BocaRaton: CRC
Press; 1984.
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apresentam uma funcgéo bioldgica, seja ela boa ou ruim. Isso porque nem todos 0os metais
estdo presentes em ecossistemas comuns ou estdo em baixas concentragfes, além do fato
de alguns ions ndo se apresentarem em formas sollveis. Os elementos presentes em
concentra¢cdes menores do que 1 nM ndo devem ser considerados importantes nem téxicos
para a célula (Nies, 1999).

Os metais pesados Ferro (Fe), Molibidénio (Mo) e Manganés (Mn) apresentam baixa
toxicidade e sdo importantes como elementos trago. Ja o Zinco (Zn), o Niquel (Ni), o Cobre
(Cu), o Vanadio (V), o Cobalto (Co), o Tungsténio (W) e o Cromo (Cr) também sao
importantes como elementos traco, porém sao téxicos. Os elementos Arsénio (As), Prata
(Ag), Estanho (Sb), Cadmio (Cd), Mercurio (Hg), Chumbo (Pb) e Uranio (U) apresentam
limitada ou nenhuma fungéo biologica e sé&o considerados toxicos (Nies, 1999).

Dentre os metais pesados considerados importantes seja por sua funcdo bioldgica,
seja por sua toxicidade, os elementos Zinco, Niquel, Cobre, Cobalto, Cromo, Arsénio e

Mercurio serao discutidos a seguir.

e Zinco

O zinco ocorre exclusivamente como o cétion divalente Zn**, podendo estar presente
tanto na 4gua como no solo devido sua mobilidade (Park et al., 2008). Embora ndo possa
sofrer alterac6es redox em condi¢Bes bioldgicas, o zinco € um componente importante de
muitas enzimas e proteinas de ligacdo, sendo essencial para o funcionamento da célula. No
entanto, em altas concentragdes, 0 zinco se torna toxico, formando complexos com diversos

componentes celulares (Dopson et al., 2003).

¢ Niquel

O metal pesado niquel ocorre mais comumente em sua forma divalente, Ni**, sendo
a forma trivalente, Ni**, muito instavel. As bactérias necessitam de niquel para algumas
reagdes na célula. E usado como elemento traco em enzimas como urease, CO-
desidrogenase, hidrogenase, etc (Mulrooney e Hausinger, 2003). Assim como outros metais,
em altas concentragdes, 0 niquel é toxico para a célula, uma vez que se liga a proteinas e
acidos nucléicos, inibindo dessa forma, a atividade de algumas enzimas, a replicacéo,

transcricdo e traducdo de DNA (Kawanishi et al., 2002).

e Cobre

O cobre na sua forma ibnica € um metal requerido pela maioria dos organismos. Sua
funcdo mais importante é na enzima citocromo ¢ oxidase e em outros aceptores de oxigénio
da cadeia respiratoria. No entanto, em altas concentracdes, o cobre pode se tornar muito

téxico para a célula, devido sua facilidade para reagir com radicais, especialmente com
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moléculas de oxigénio (Nies, 1999). Os ions de cobre livre, constantemente sofrem reacdes
redox que alteram seu estado ibnico entre Cu* e Cu*". Essas reacgdes resultam também na
transferéncia de elétrons para o peroxido de hidrogénio e na concomitante formacdo de
radicais hidroxilas, que atacam e danificam as moléculas da célula (Santo et al., 2010).

e Cobalto

Cobalto é encontrado naturalmente em dois estados de oxidacdo (Co* e Co*),
sendo mais comumente encontrado na sua forma divalente. O cobalto € o componente
central da vitamina B, e, portanto, desempenha uma série de papéis cruciais em varias
funcdes biolégicas. O cobalto também esta presente em outras classes de enzimas como
nitrila hidratase, glicose isomerase, entre outras (Kobayashi e Shimizu, 1999). No entanto,
assim como outros metais essenciais, em excesso, 0 cobalto é toxico, devido sua interagédo
com o sitio ativo de algumas enzimas, desativando-as e prejudicando o metabolismo celular

(Alves e Rosa, 2003).

e Cromo

O cromo é encontrado comumente em dois estados de oxidac&o, Cr*" e Cr® e suas
reac6es redox podem acontecer sob condi¢gBes fisioldégicas, sendo, portanto ambas as
formas biologicamente importantes. A forma hexavalente do cromo é soluvel em &agua,
altamente tdxica, mutagénica e carcinogénica, enquanto a forma trivalente € menos sollvel,
bem menos toxica e responsavel pelas fun¢des benéficas do cromo para os animais (Alam e
Malik, 2008). Nos micro-organismos, o cromo ndo causa nenhuma influéncia benéfica, mas
em altas concentracdes pode ser toxico, uma vez que se liga aos &cidos nucléicos e outros

componentes celulares (Mattagajasingh e Misra,1996).

e Arsénio

Arsénio é um semimetal que ocorre principalmente como As (lll), arsenito, e As (V),
arsenato. Devido a sua toxicidade, o arsénio ndo tem nenhuma funcdo como elemento
traco. No entanto, o arsenato pode ser utilizado como aceptor de elétrons na respiracao
anaerobica sendo reduzido para arsenito. Ja o arsenito pode ser oxidado a arsenato por
bactérias aerébicas, que se utilizam dessa reacdo para ganhar energia (Chen e Shao,
2009). Apesar de algumas bactérias conseguirem utilizar o arsénio de alguma forma, ele é
téxico para a maioria dos micro-organismos, pois interfere na sintese protéica da célula

(Tamaki e Frankenberger jr*, 1992 apud Turpeinen et al., 2004).

®  Tamaki S, Frankenberger jr WT. Environmental biochemistry of  arsenic.

Rev.Environ.Contam.Toxicol. 1992; 124:79-110.
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e Mercurio

O mercurio é o metal pesado com o maior indice de toxicidade e ndo exerce
nenhuma func&o biolégica para a célula. E encontrado em trés estados de oxidagéo, Hg°,
Hg' e Hg* e pode formar compostos organicos ou inorganicos. Alguns compostos
organicos sdo extremamente toxicos e tendem a se acumular no ecossistema através da
cadeia alimentar. A toxicidade do mercirio se deve principalmente ao fato do Hg** ter uma
grande afinidade com os grupos tidis da célula, levando a inativacdo de enzimas e

consequente interrup¢do do metabolismo celular (Nies, 1999; Chien et al., 2010).

2.4 Bactérias resistentes a metais pesados

A resisténcia a metais pesados por bactérias, tanto Gram positivas, quanto Gram
negativas vem sendo estudada ha algum tempo. E muito frequente se pensar que essa
resisténcia surgiu recentemente, no entanto, assim como os fatores determinantes para
resisténcia a antibiéticos, é provavel que os fatores determinantes para resisténcia a metais
pesados ja existiam antes das atividades humanas e suas consequéncias. Uma forte
evidéncia disso € o fato de genes de resisténcia serem encontrados em organismos que nao
vivem em ambientes contaminados e, principalmente, por esses genes serem encontrados
ndo s6 em plasmideos, como se pensava anteriormente, mas também em cromossomos
(Silver e Phung, 1996; Ryan et al., 2005).

Um dos mecanismos de resisténcia a metais mais conhecido e estudado € o do
mercuario. Os fatores genéticos que determinam a resisténcia a mercdrio em bactérias
envolvem o0s genes do operon mer, que quebram os compostos organicos de mercurio,
muito toxicos, liberando ions Hg®* que entdo sdo reduzidos pela enzima mercurio redutase a
Hg®, menos téxico, e deixam a célula por difusdo (Griffin et al., 1987). Esse operon pode
estar localizado em plasmideos, transposons ou cromossomos e pode ser transferido a
outras bactérias através da transferéncia horizontal de genes (Griffin et al., 1987; Stanisich
et al., 1989; Zeng et al., 2010).

O operon mer consiste em um gene regulador (merR), proteinas ligadas ao
transporte de Hg* (MerT, MerP e MerC) e as enzimas organomercurio liase (MerB) e
mercurio redutase (MerA). O primeiro gene do operon mer é o gene regulador merR, cujo
produto € uma proteina ativadora, que se liga a regido promotora na presenca de mercurio,
permitindo a transcricdo de mRNA. ApGs a regido promotora, existe de um a trés genes
cujos produtos estdo envolvidos no transporte de Hg®" extracelular através da membrana da
célula para a enzima mercurio redutase, localizada intracelularmente (Silver e Phung, 1996).
O produto do merP é uma proteina de ligacdo que se liga ao mercurio e o transfere para o

produto do gene estrutural merT, que é responsavel pelo sistema de transporte de Hg?
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extracelular para dentro da célula. Apés os genes merT e merP, ha um gene adicional, o
merC, que pode funcionar sozinho como sistema de transporte de mercurio, porém nédo é
um gene essencial para resisténcia ao mercurio, uma vez que estd ausente em alguns
operons mer, como no plasmideo pDU1358 e no transposon Tn501 e ainda sim, confere a
mesma resisténcia de operons em que esse gene esta presente (Silver e Misra, 1988). O
gene merA, que determina a enzima mercurio redutase, se encontra logo apos os genes de
transporte no operon mer, seguido do gene merD, que codifica uma segunda proteina
reguladora que se liga no mesmo local no DNA que a proteina MerR. Alguns operons mer
ainda possuem outro gene, o merB, cujo produto é a enzima organomercurio liase que
confere resisténcia ao fenilmercurio e a outros organomercuriais.

Em bactérias Gram negativas, o gene merB ocorre raramente. Os sistemas de
resisténcia a mercurio que possuem o gene merA, mas nao o gene merB sdo chamados de
sistema de espectro estreito (narrow spectrum) devido a sua resisténcia limitada a alguns
compostos de mercurio, enquanto os sistemas que conferem resisténcia ao fenil e
metilmercurio sdo chamados de sistema de amplo espectro (broad spectrum) e possuem 0s
dois genes, merA e merB (Silver e Phung, 1996). A resisténcia a mercario por micro-
organismos ja foi encontrada nos seguintes géneros: Arthobacter ramosus (Bafana et al.,
2010), Pseudomonas sp. (De et al., 2008; Zeng et al., 2010), Escherichi coli (Summers e
Silver, 1972), Acinetobacter junni (Oyetibo et al., 2009), Bacillus sp. (Vetriani et al., 2005; De
et al., 2008), entre outros.

Outro mecanismo de resisténcia descrito em micro-organismos é o do arsénio. As
bactérias encontraram varias formas de transformar o arsénio, incluindo oxidacdo do
arsenito, reducéo do arsenato (citoplasma e respiracédo) e metilacdo do arsenito. A maioria
das bactérias que oxidam arsenito ndo consegue ganhar energia através desse processo e,
provavelmente, s6 o utilizam como mecanismo de desintoxicacdo, jA que o0 arsenato é bem
menos téxico do que o arsenito (Cai et al., 2009).

A oxidacdo do arsenito € catalisada por uma enzima oxidase periplasmatica que
contém duas subunidades codificadas pelos genes asoB (subunidade menor Fe-S Rieske) e
asoA (subunidade maior, contendo o cofator molibdopterina). O sitio ativo da enzima
arsenito oxidase fica localizado na subunidade AsoA, onde ocorre a entrada do substrato
arsenito e a saida do produto arsenato (Ellis et al., 2001). Muitas bactérias podem utilizar o
arsenato como aceptor de elétrons na cadeia respiratéria através da enzima arsenato
redutase. Assim como a enzima arsenito oxidase, a enzima arsenato redutase € um
heterodimero periplasmatico que consiste em uma subunidade maior, que contém o cofator
molibdopterina, codificada pelo gene arrA e uma subunidade menor, que contém um centro

ferro-enxofre, codificada pelo gene arrB (Afkar et al., 2003).
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Além do operon formado pelos genes arrA e arrB, que sdo responsaveis pela
reducdo do arsenato anaerobicamente, um outro operon, o arsDABC, também confere
resisténcia ao arsenito e ao arsenato. Esse operon consiste em um gene regulatério arsR,
seguido pelo gene arsD, que codifica uma segunda proteina reguladora, além dos genes
estruturais arsA, arsB e arsC. O gene arsA codifica para uma ATPase que se liga ao produto
do gene arsB, uma proteina de membrana. O complexo ArsA/ArsB funciona como uma
bomba de anion, que extrai o arsenito do citoplasma bacteriano e por isso € responsavel
pela resisténcia ao arsenito. O gene arsC codifica para uma enzima arsenato redutase, que
transforma arsenato em arsenito aerobicamente e este deixa o citoplasma pela bomba
(Rosen, 2002). Além da reducéo e oxidacdo, os compostos de arsénio inorganico podem ser
metilados por micro-organismos, produzindo &cido monometilarsénico (MMA), &cido
dimetilarsinico (DMA) e oOxido trimetilarsina (TMAsO) (Bentley e Chasteen, 2002). A
resisténcia a arsénio por micro-organismos ja foi encontrada nos seguintes géneros:
Pseudoalteromonas tetraodonis, Microbacterium sp. (Shen e Chao, 2009), Bacillus sp. (Cai
et al., 2009; Singh et al., 2010), Stenotrophomonas sp. (Holmes et al., 2009), Pseudomonas
sp. (Cai et al., 2009; Shen e Chao, 2009), Acinetobacter sp. (Cai et al., 2009), entre outros.

As bactérias desenvolveram diferentes estratégias de resisténcia ao cromo, incluindo
efluxo e reducdo de cromato. O efluxo de cromato é mediado pela proteina transportadora
de cromato, ChrA, pertencente a familia de proteinas CHR (chromate resistance). A ChrA é
uma proteina hidrofébica codificada pelo gene chrA. Esse gene ja foi encontrado no
plasmideo pUM505 de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes et al., 1990) e no plasmideo
pMOL23 da bactéria Alcaligenes eutrophus CH34 (Nies et al., 1990). De acordo com esses
dois estudos, 0 mecanismo basico que confere resisténcia a cromato seria similar nas duas
bactérias, sendo que a proteina ChrA funcionaria como uma bomba de efluxo de cromato,
diminuindo o acumulo deste anion dentro da célula. Mais tarde, outros estudos, também
com Pseudomonas aeruginosa, conseguiram demonstrar com novas evidéncias, que a
hip6tese de Nies et al. (1990) e Cervantes et al. (1990) sobre o mecanismo de
funcionamento de ChrA estava correta (Alvarez et al., 1999; Pimentel et al., 2002). Além
disso, Alvarez et al. (1999) também mostraram que o transporte de cromato por ChrA se da
através de gradiente quimiosmotico e que altas concentragdes de sulfato inibem o efluxo de
cromato, provavelmente por competicdo entre esses dois anions.

Além do gene chrA, outros genes relacionados ao fator determinante da resisténcia
ao cromo foram encontrados. Em Ralstonia metallidurans CH34, existe duas regibes
determinantes envolvidas na desintoxicacdo de cromo pela célula. Uma (chr;) esta
localizada no plasmideo pMOL28 e a outra (chr,) no cromossomo. A regido chr; possui 0s
genes chrl, chrBy, chrA;, chrC, chrE e chrF;, enquanto a regido chr, possui 0os genes chrBy,

chrA, e chrF,, todos homélogos aos genes de chr;. A proteina codificada pelo chrl esta
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relacionada a duas proteinas, de Pseudomonas syringae e P. aeruginosa, ambas com
fungbes desconhecidas. Dele¢do no gene chrl de R. metallidurans CH34 resultou em perda
de 1/8 da resisténcia ao cromato, indicando que sua funcdo deve estar relacionada ao
mecanismo de resisténcia ao cromato, porém ndo é essencial. O produto do gene chrB foi
identificado como uma proteina ativadora cromato-dependente e sua presenca € essencial
para o funcionamento do mecanismo de resisténcia em R. metallidurans CH34. A delecdo
do gene chrB; ndo afeta a resisténcia a cromato pela célula, no entanto, a dele¢céo de chrB,
resulta em perda total da resisténcia, indicando que a proteina ChrB, é capaz de substituir a
ChrB,, quando esta estd ausente. A proteina ChrC é provavelmente uma enzima superoxido
dismutase (Fe-SOD). Essas enzimas catalisam a reacdo de dismutase do superdxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Portanto, a funcdo de ChrC, deve ser a de eliminar os
radicais superéxidos originados das reagbes do cromato com os componentes celulares,
mas isso ainda ndo foi confirmado. A proteina ChrE esta relacionada com a superfamilia
rodanase mas sua fungdo € desconhecida. J4 a proteina CrhF participa da regulacdo do
mecanismo que determina a resisténcia ao cromo. Delecdo no gene chrF de R.
metallidurans CH34 resultou em aumento da resisténcia ao cromato pela célula, sugerindo
que a proteina ChrF seja um repressor (Juhnke et al., 2002). Os genes chrB, chrA, chrC e
chrF também foram encontrados em um transposon da bactéria Ochrobactrum tritici 5bvi1l
(Branco et al., 2008). No entanto, nem sempre todos esses genes estao presentes.

Em Bacillus cereus SJ1, apenas ChrA e uma azoredutase, envolvida na reducdo de
cromato, parecem estar envolvidas com a resisténcia ao cromo por essa bactéria (He et al.,
2010). Além do efluxo de cromato, muitas bactérias podem reduzir Cr (VI) para a forma
menos toxica Cr (Ill), como mecanismo de defesa contra os efeitos toxicos desse anion. A
reducdo enzimatica do cromato acontece aerobicamente, anaerobicamente ou ambos. No
crescimento aerdbio, predominantemente a reducdo acontece interna ou externamente a
membrana plasméatica e esta relacionada com enzimas redutase sollveis, enquanto em
condigbes anaeroObias, enzimas redutase ligadas a membrana reduzem o cromato por
respiragdo anaerobica (Wang et al., 1989, 1990; Park et al., 2000). Na presenca de oxigénio,
0 processo de reducdo do cromato comumente ocorre em duas ou trés etapas, onde o Cr
(VI) é reduzido inicialmente a Cr (V) ou/e Cr (IV), antes de ser reduzido ao produto final Cr
(In. © Cr (V) é muito instavel e ao invés de ser reduzido a Cr (lll), pode sofrer uma reagéo
redox, onde perde um elétron, e retorna a Cr (VI). Esse elétron é transferido para o oxigénio,
gerando espécies reativas de oxigénio (ROS), que se ligam facilmente a complexos de
proteinas e DNA, causando danos na célula.

A enzimas ChrR de Pseudomonas putida, e YieF de E. coli, reduzem eficientemente
cromato a Cr (Ill), gerando uma pequena quantidade de ROS, sendo YieF mais eficiente do

ChrR e portanto, mais interessante para biorremediacdo (Ackerley et al.,, 2004). Na
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respiracdo anaerobica, ao reduzir cromato, a célula o utiliza como aceptor de elétrons
através de enzimas ligadas a membrana, evitando os efeitos toéxicos que o cromato causaria
se entrasse na célula, pela formagéo de um precipitado, provavelmente Cr(OH)3 (Wang et
al., 1989, 1990).

Alguns mecanismos encontrados nas bactérias conferem resisténcia a mais de um
metal a0 mesmo tempo e estdo geralmente associados a sistemas de transporte. Trés
sistemas diferentes medeiam o efluxo de cétions divalentes de metais pesados na célula
bacteriana: transporte transmembrana orientado pela familia de proteinas RND (resistance-
nodulation-division), facilitadores de difusdo de cations (CDF) e P-types ATPases.

Os sistemas de transporte orientados pela RND sdo complexos protéicos capazes de
atravessar a parede celular completa de uma bactéria Gram-negativa. No caso do sistema
de transporte de metais, o0 componente principal € uma proteina da superfamilia RND,
entretanto, uma proteina de fusdo de membrana (MFP) e um fator de membrana externa
(OMF) séo necessarios para transportar o substrato diretamente para fora da célula (Nies,
2003).

Ao contrario do sistema RDN, as proteinas CDF e P-types ATPases atuam sozinhas,
sem formar complexos. As proteinas CDF formam uma familia de transportadores de
metais. O principal substrato dessa familia € o Zn*, no entanto, ela também esta envolvida
no transporte de Co?*, Ni**, Cd** e Fe*". Os transportadores CDF s&o dirigidos por gradiente
de concentracédo, gradiente quimiosmoético, potencial elétrico de membrana, variacao de pH
ou gradiente de potassio (Anton et al., 1999; Griinberg et al., 2001; Spada et al., 2002).

As P-types ATPases constituem uma superfamilia de proteinas transportadoras que
séo dirigidas pela hidrolise de ATP. Os substratos transportados pela familia P-type ATPase
s&o cétions inorganicos como H*, Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cu*, Ag®, Zn*" e Cd** (Nies, 2003). As
P-types ATPases podem tanto importar seu substrato de fora da célula ou do periplasma
para o citoplasma, como exportar do citoplasma ou periplasma para fora da célula. Esses
trés sistemas agem de forma a manter a homeostase da célula e evitar a intoxicagdo por
metais pesados e outros substratos.

Sistemas de efluxo RND-MFP-OMF tém sido descritos na resisténcia de um amplo
namero de bactérias Gram-negativas patogénicas e ndo patogénicas. A resisténcia a Co*",
Zn** e Cd** pelo plasmideo pMOL30, isolado da bactéria Ralstonia metallidurans CH34, é
bastante conhecida e descrita na literatura. A regido que confere essa resisténcia é formada
por trés genes estruturais, o czcA, que codifica uma RND, o czcB, que codifica uma proteina
da familia MFP e o czcC, que codifica uma proteina da familia OMF. Esses trés genes
formam o operon czcCBA, que é flanqueado por genes envolvidos na regulacdo metal-

dependente de sua expressdo. A resisténcia a Co*, Zn** e Cd* mediada pelo operon czc é
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baseada na diminuicdo do acumulo desses ions pela célula devido ao sistema de efluxo de
cations (Nies e Silver, 1989; Nies, 1992; Grobe et al., 1999 ).

Um sistema similar ao czcCBA aparece em outro plasmideo, também isolado da R.
metallidurans CH34, e confere resisténcia ao cobalto e niquel. Essa resisténcia é dada por
uma regiao de genes estruturais, cnrCBA, que determina um sistema de efluxo RND-MFP-
OMF, precedida por um gene regulatorio, cnrYXH (Grass et al., 1999).

Outro sistema de efluxo RND-MFP-OMF, nccCBA, também confere resisténcia ao
cobalto e niquel, além do cadmio, de maneira similar ao czc e ao cnr. O segundo
mecanismo encontrado pelas células para expulsar cations divalentes é através das
proteinas facilitadoras de difusdo (CDF). A proteina da familia CDF mais estudada e usada
como modelo é a CzcD da R. metallidurans CH34. Primeiramente, ela foi descrita como
regulador do sistema czcCBA (Nies, 1992). No entanto, a CzcD também é capaz de mediar
uma certa resisténcia ao Co?*, Zn* e Cd? na auséncia de czcCBA (Anton et al., 1999). A
presenca de CzcD diminui a concentracdo desses metais no citoplasma. Em um estudo,
uma proteina CDF de Thermus thermophilus demonstrou ser capaz de mediar a resisténcia
a zinco e cadmio, mas ndo do cobalto (Spada et al., 2002). Além do Co?*, Zn** e Cd**, uma
proteina da familia CDF pode ter a funcéo de transportar ferro. A MamB € uma proteina da
membrana do magnetossoma, uma organela presente em bactérias magnetostaticas e que
contém o mineral magnetita (Fe;0,4). A funcdo da MamB pode ser de transportar ferro para
dentro dessa organela (Griinberg et al., 2001).

O terceiro sistema utilizado pelas bactérias no transporte de cations de metais para
fora da célula é por intermédio das proteinas P-types ATPases. A superfamilia das P-types
ATPases pode ser dividida em cinco grupos de acordo com seu substrato especifico
(Axelsen e Palmgren, 1998). Um desses grupos contém o subgrupo de P-types ATPases
que catalisa o transporte de metais de transicdo e metais pesados, sendo que as proteinas
gue fazem parte desse grupo foram chamadas de CPx-types ATPases ou ATPases
transportadoras de “soft metal”. O grupo de CPx-types ATPases ainda pode ser dividido em
dois grupos: Cu-CPx-types ATPases, envolvido no transporte de Cu* e Ag” e Zn-CPx-types
ATPases, envolvido do transporte de Zn**, Cd** e Pb** (Rensing et al., 1999).

O mecanismo de transporte de cobre melhor estudado € o mediado pelas ATPases
CopA, envolvida na absor¢cdo de cobre, e CopB, envolvida na resisténcia ao cobre por
efluxo, da bactéria Enterococcus hirae. Células com mau funcionamento do gene copA
necessitam mais de cobre do que o tipo selvagem e também s&o mais resistentes a prata,
enquanto o mau funcionamento de copB leva a hipersensibilidade das células a sais de
cobre (Rensing et al., 1999). A expressao de copA e copB é controlada por duas pequenas
proteinas citoplasmaticas, CopY e CopZ. Os gene copYZ, que codificam essas proteinas

precedem 0s genes copA e copB, que codificam as ATPases, no operon copYZAB. As
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proteinas CopY e CopZ funcionam como repressoras (CopY) ou ativadoras (CopZ) na
regulacdo da transcricdo do operon copYZAB, dependendo da disponibilidade de cobre
(Odermatt e Solioz, 1995).

Membros do grupo Cu-CPx-types ATPases foram caracterizados em Varios
organismos como Synechococcus (Phung et al., 1994), Helicobacter pylori (Bayle et al.,
1998), Bacillus subtilis (Banci et al., 2002), Pseudomonas putida (Adaikkalam e Swarup,
2002), entre outros. O segundo grupo de transportadores CPx-types ATPases, que confere
resisténcia ao Zn®', Cd** e Pb®", também foi encontrado em muitos organismos, como
Staphylococcus aureus (Nucifora et al., 1989), Stenotrophomonas maltophilia (Alonso et al.,
2000), Pseudomonas putida (Lee et al., 2001), Bacillus subtilis (Solovieva e Entian, 2002),
Escherichia coli (Beard et al., 1997; Rensing et al., 1997). O primeiro membro descrito das
CPx-types ATPases foi CadA, uma proteina que medeia a resisténcia a cadmio, codificada
por um gene localizado num plasmideo de Staphylococcus aureus. O gene cadA, que
codifica a proteina P-type ATPase CadA, junto com o gene cadC, formam o operon cad. O
gene cadC codifica uma proteina regulatoria que atua como um repressor na transcricao do
operon cad (Nucifora et al., 1989; Endo e Silver, 1995). Uma proteina homoéloga a CadA foi
encontrada em E. coli e chamada de ZntA. Em altas concentragfes de zinco, o gene zntA é
ativado pela proteina reguladora ZntR, resultando no efluxo de zinco mediado pela proteina
transportadora P-type ATPase ZntA. O mau funcionamento do gene zntA resulta em
sensibilidade a Zn**, Cd** e Pb*" pela célula bacteriana (Resing et al., 1997; Brocklehurst et
al., 1999).

2.5 Biorremediacéo

O aumento da poluicdo nas Ultimas décadas levou ao interesse por novos micro-
organismos resistentes a metais pesados e a compreensdo dos seus mecanismos de
resisténcia, uma vez que esses micro-organismos podem ser potenciais biorremediadores
de ambientes contaminados. Como o0s poluentes metalicos ndo sdo degradados,
alternativas para transformar esses metais pesados em metais menos téxicos assim como
alternativas para remoc¢éao desses poluentes tém sido alvo de interesse de pesquisas.

A remocdo dos metais pesados no ambiente pode ser feita através de tratamentos
fisico-quimicos ou com a utilizagdo de micro-organismos e plantas resistentes (Costa e
Duta, 2001; Sar et al., 2001; Xinxian et al., 2011). Os processos convencionais usados para
remocdo de metais pesados em efluentes industriais incluem precipitacdo quimica,
oxirreducéo, filtracdo, técnicas eletroquimicas e sofisticados processos de separacdo por

membranas. Esses processos sdo geralmente caros e muitas vezes apresentam baixa
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eficiéncia, por isso alternativas biotecnolégicas vém sendo incentivadas devido ao seu custo
reduzido, alta eficiéncia e menores danos ao ambiente.

Os micro-organismos estdo cada vez mais sendo explorados na remediacdo de
ambientes contaminados em func¢do dos seus altos indices de crescimento, tolerancia a
varios poluentes e relacdo superficie-volume alta.

Os principais processos pelos quais 0s micro-organismos realizam a biorremediacdo
sédo a biotransformacdo e o acumulo de metais. Os micro-organismos podem acumular
metais de duas formas: através de um processo dependente de energia, a bioacumulacao,
ou através de um processo que ndo dependa de energia, a biossorcao.

O termo “biossorgcao” é definido como um processo onde sélidos de origem natural
ou seus derivados sdo usados na retencdo de metais pesados de um ambiente aquoso. A
biossorcdo compreende a ligagdo de metais & biomassa por um processo que nao envolva
energia metabdlica ou transporte e que depende da afinidade do metal com os sitios de
ligagdo da parede celular (Cossich, 2000). J& o principal foco nos estudos de
biotransformacéo é a conversdo de ions metélicos para formas menos toxicas através de
reagOes de reducgédo (De et al., 2008).

A biorremediacdo € interessante se comparada com métodos fisico-quimicos de
remocdo de metais, pois pode apresentar baixo custo e alta eficiéncia quando as
concentracdes de metais sdo baixas (De et al., 2008). Portanto, estudos com esses micro-
organismos sao de suma importancia para a recuperacdo de ambientes contaminados com
metais pesados uma vez que eles apresentam um grande potencial como agentes na

biorremediacdo (Castro-Silva, 2003).



37

3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar as bactérias associadas a
processos de biocorrosdo e/ou biotransformacdo em estruturas metélicas de torres de
transmissdo de energia em operagdo no campo, bem como avaliar a resisténcia destas

bactérias a diferentes metais pesados.

3.1 Objetivos especificos

e Isolar bactérias cultivAveis em laboratorio a partir de elementos metalicos de torres de
transmissao de energia elétrica;

¢ Identificar as bactérias utilizando uma abordagem polifasica envolvendo métodos
fenotipicos e genotipicos;

e Avaliar a resisténcia a metais pesados das linhagens isoladas buscando selecionar
micro-organismos com potencial para biorremediacao;

e Estruturar uma colecdo tematica de bactérias resistentes a metais pesados, empregando
metodologias de preservacdo de longo tempo, na Cole¢cédo Brasileira de Micro-organismos
de Ambiente e Industria — CBMAI. /CPQBA - UNICAMP, Campinas, SP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta, isolamento e condicdes de cultivo

A coleta dos elementos metalicos para isolamento de bactérias foi realizada em
pontos determinados pela empresa Bandeirante de Energia do Brasil, em torres de
transmissdo de energia elétrica localizadas na regido da grande S&o Paulo, SP, Brasil
(Tabela 2). Os elementos metélicos com sinais de corrosdo ou formacédo de biofilmes foram
coletados em frascos de vidro previamente esterilizados, mantidos a 4 °C (gelo) e
transportados a Divisdo de Recursos Microbianos no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Tabela 2- Amostras coletadas em torres de transmissdo de energia elétrica na regido da grande Séo

Paulo.
Amostra Identificagdo Descricdo do elemento metalico
A Torre n® 119, NE, pintada Parafuso corroido
B Torre n® 9, NE, ndo pintada Parafuso corroido
C Torre n® 119, NE, pintada P6 de corrosao
D Torre 1DA CPTN Bras Cubas, P6 de corroséo

pintada com zarcao

Os elementos metélicos foram imersos em tampéao PBS e diluices (107, 10*, 10°)
foram semeadas em placas de Petri contendo diferentes meios de cultivo nos pHs 7,0 e 4,0.
Os meios de cultivo para isolamento foram: Agar de Soja e Triptona (Difco™ Tryptic Soy
Agar), Agar de extrato de Malte (MS) (Menezes et al., 2010) e Meio oligotréfico (OL)
(Menezes et al., 2010), todos acrescidos de actidiona (50 pL/L) para inibicdo do crescimento
de fungos filamentosos e leveduras. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 a 72 h. ApGs
crescimento, bactérias distintas foram selecionadas com bases em caracteristicas
morfolégicas da coldnia (cor, borda, aspecto da superficie) e das células (coloracdo de
Gram) e transferidas para outra placa contento 0 mesmo meio para purificacdo dos isolados
(Figura 1). As bactérias foram preservadas pelo método de ultracongelamento (- 80 °C),
conforme metodologia utilizada atualmente na DRM (Hunter-Cevera e Belt, 1996; Kirsop e
Doyle, 1991).



39

Figura 1. A. Elementos metdlicos imersos em tampédo PBS. B. Isolados de bactérias  purificados
em meio de cultivo sélido.

4.2 ldentificac&o dos isolados

A identificagcdo taxonémica dos isolados de bactérias associados a elementos
metdlicos foi efetuada por analise filogenética das sequéncias parciais do gene RNA
ribossomal 16S apos a selecdo de ribotipos distintos obtidos pela analise de fingerprinting

genbmico.

4.2.1 Extracéo e quantificagdo de DNA gendmico

Os isolados preservados foram reativados em 5 mL do meio caldo TSB (Difco™
Tryptic Soy Broth) e incubados nas mesmas condigbes do isolamento. As células
bacterianas foram coletadas por centrifugacdo a 12.000 rpm por 2 min para extracdo de
DNA gendmico em pequena escala, segundo o método descrito por Pospiech e Neumann
(1995) modificado.

A quantificacdo de DNA extraido foi estimada através da comparacdo com DNA do
fago A em diferentes concentracées em gel de agarose a 0,8% submetido a eletroforese por
30 min em condi¢éo de 5 V/cm. Os DNAs extraidos foram armazenados em microtubos de
polipropileno e mantidos a temperatura de 4 °C.

4.2.2 Analises de fingerprinting genémico

A amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S, por PCR, foi efetuada utilizando os
primers p27f e p1401r (Lane, 1991), homologos a regibes conservadas do gene RNA
ribossomal 16S de bactérias. Os produtos de amplificacdo foram utilizados em reacdes
independentes de restricdo enzimatica, utilizando trés enzimas distintas (Hae Ill, Msp |, Hha
| - Promega), a fim de gerar perfis de bandas polimérficos que permitissem a tipagem das
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linhagens em nivel de espécie e/ou género. Os produtos da digestdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampdo TAE 1X para visualizacdo do perfil de
bandas.

Imagem dos géis com perfis de bandas foram analisadas pelo software GelCompar
(version 4.1; Applied Maths, Kortrijk, Belgium) apds conversdo e normalizagdo dos perfis
com o padrdo de peso molecular (100 pb, MBI Fermentas). Os perfis de bandas foram
combinados e analisados em conjunto pelo coeficiente de DICE empregando o algoritimo
UPGMA.

As linhagens que apresentaram perfis de bandas distintos, ou seja, representativos
de grupos taxondmicos diferentes, tiveram o gene RNA ribossomal 16S sequenciado para

analise de inferéncia filogenética.

4.2.3 Sequenciamento e analise filogenética de gene RNA ribossomal 16S

Os produtos de PCR foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and
gel band purification kit, GE Health Care) e submetidos ao sequenciamento em
sequenciador automatico (MegaBace, GE Health Care). As reacdes de sequenciamento
foram realizadas com o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBace DNA Analysis Systems (GE Health Care) utilizando os primers internos p10f (5
GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3"), p765f (5" ATT AGA TAC CCT GGT AG 3'), p782r (5
ACC AGG GTA TCT AAT CCT GT 3") e p1100r (5 AGG GTT GGG GTG GTT G 3).

As sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os diferentes
primers foram montadas em um contig (sequéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) e comparadas com as sequéncias de organismos representados nas

bases de dados do Genbank (http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/) e RDP

(http://www.rdp.cme.msu.edu/). Sequéncias de organismos relacionados a sequéncia do
organismo desconhecido foram recuperadas do Genbank para realizacdo das analises
filogenéticas. O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa CLUSTAL X
(Thompson et al., 1994) e as analises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa
MEGA versao 4.0 (Tamura et al., 2007), onde o modelo de Kimura-2-par@metros (Kimura,
1980) foi utilizado para estimar a distancia evolutiva e o algoritmo Neighbor-Joining (Saitou e
Nei, 1987) foi utilizado para as reconstrugdes filogenéticas, com valores de bootstrap a partir

de 1000 re-amostragens.

4.2 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

41

As bactérias isoladas nas amostras obtidas das torres de transmissdo de energia
elétrica foram avaliadas quanto a resisténcia a diferentes metais pesados. Os metais zinco,
niquel, cobre, cobalto, cromo e mercario foram utilizados na forma dos sais ZnCl,,
NiCl,.6H,0O, CuCl,.2H,0, CoCl,.6H,0, K,Cr,0; e HgCl,, respectivamente. O semimetal
arsénio também foi utilizado nos testes de resisténcia a metais na forma de arsenato de
sédio, Na,HAsO,.7H,0, e arsenito de sédio, Na,AsO, (Figura 2).

Figura 2. Solucdo estoque dos metais pesados utilizados no estudo.

As bactérias foram reativadas em placa, contendo o meio TSA e, posteriormente,
transferidas para o meio minimo Tris (Sokolovska et al., 2001) em caldo, adicionado de
extrato de levedura (5 g/L), e incubadas a 28 °C por 48 h. Os testes foram realizados em
microplacas contendo meio minimo Tris em caldo, adicionado de extrato de levedura,
acrescido de diferentes concentracdes dos metais pesados (0,5 MM — 10 mM e 0,1 mM — 2
mM para HgCl,). O volume de 2 uL da suspenséo de bactérias foi inoculado em cada pogo
da microplaca, contendo 150 pL de meio minimo Tris e diferentes concentracdes de metais.
A Unica excecdo foi para o isolado BD111 que néo cresceu no meio minimo Tris e, portanto,
os testes foram realizados no meio de cultivo Luria Broth (Sambrook et al., 1989). Na
primeira linha da microplaca ndo foi inoculada nenhuma bactéria e na primeira coluna da
microplaca néo foi acrescentado nenhum metal a fim de se obter controles e padrdes para
comparacdo na construcdo dos graficos de crescimento (Figura 3). Para monitorar o
crescimento celular e determinar a concentragcdo minima inibitéria (MIC), isto é, a
concentracdo que inibe completamente o crescimento da bactéria, a densidade Optica
(DOsgno) foi lida em um espectrofotdmetro ASYS ExpertPlus imediatamente apés o inoculo da
bactéria no caldo e apés 48 h de incubacdo da microplaca a 28 °C. Os testes foram
realizados em duplicatas e a média das leituras foi utilizada nos calculos para a construcao

dos graficos de resisténcia. Para alguns isolados cujos resultados foram promissores, a



42

avalicdo da resisténcia aos metais pesados foi repetida em triplicata, sendo a média das
leituras utilizada nos célculos para a construgcéo dos gréaficos (ANEXO C).

Concentragdes de metais
_A—

Controle negativo

Inoculo bacteriano <

Figura 3. Teste de resisténcia a metais pesados em microplaca de 96 pocos. Linha 1: diferentes
concentracdes de metais (0,5 a 10 mM, exceto para HgCl, que foi de 0,1 mM — 2 mM);
Coluna 1: inoculo bacteriano; Poco Al: controle negativo: meio de cultivo sem o metal
pesado e sem bactéria.

4.3 Manutencdao e preservacao dos isolados na CBMAI

Apos a identificagdo taxondmica e avaliacdo da resisténcia a metais pesados, 0s
isolados de interesse foram depositados na Colegdo Brasileira de Micro-organismos
Ambientais e Industriais (CBMAI), conforme metodologia utilizada atualmente na CBMAI
(Hunter-Cevera e Belt, 1996; Kirsop e Doyle, 1991), para compor uma Colecdo Temética de
bactérias resistentes a metais pesados (ANEXO B).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de bactérias associadas a elementos metalicos

O isolamento das bactérias associadas a elementos metalicos de torres de
transmissdo de energia elétrica resultou em 101 isolados de bactérias distintas com bases
em caracteristicas morfolégicas da colénia e das células, sendo 32 isoladas da amostra A e
23 das amostras B, C e D. A amostra A (parafuso corroido) e a amostra C (p6 de corrosao)
foram coletadas na torre de transmissdo de energia n® 119 NE que apresentava pintura e
revestimento utilizados na protecdo de estruturas metdlicas contra o ataque de agentes
biodeteriogénicos microbianos, enquanto as outras amostras, B e D, foram obtidas de outras
duas torres, uma sem nenhum tipo de prote¢éo e outra pintada com zarcéo.

A Figura 4 mostra a distribuicdo de bactérias isoladas por meio de cultivo para cada
elemento metalico. O meio de cultivo TSA no pH 7,0 foi o mais eficiente para o isolamento
resultando no isolamento de 44 bactérias (44,44%), seguido do meio OL no pH 7,0 com 26
(26,26%) e no pH 4,0 com 21 (21,21%) e meio MS pH 7,0 com 8 (8,08%). Somente uma
bactéria (1,01%) foi isolada nos meios TSA e MS no pH 4,0.

W TSA pH7,0

W TSA pH4,0

W OL pH7,0

m OL pH4,0

= MS pH7,0
m MS pH4,0

Amostra A Amostra B Amostra C  Amostra D

Figura 4. Distribuicdo do numero de bactérias isoladas por meio de cultivo para cada elemento
metalico.

5.2 Identificag&o dos isolados

A identificagcdo taxonémica dos isolados de bactérias associados a elementos

metdlicos foi efetuada por analise filogenética das sequéncias parciais do gene RNA
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ribossomal 16S dos ribotipos distintos selecionados a partir da analise de fingerprinting

genodmico.
5.2.1 Extracao e quantificacdo de DNA genémico

Todos os isolados foram reativados a partir da preservagao por ultracongelamento —
80 °C, indicando que o método utilizado foi eficiente e adequado. O DNA gendmico obtido
pelo protocolo descrito por Pospiech e Neumann (1995) modificado rendeu

aproximadamente 100 ng/uL de DNA de cada isolado (Figura 5).

AS0 2100 44 46 48 43 S0 51 5S4 68 70 72
e o o o B e bd ) B

Figura 5. Quantificacdo de DNA gendémico de alguns isolados em gel de agarose 0,8%.

5.2.2 Andlises de fingerprinting genémico

As bactérias isoladas dos elementos metédlicos foram submetidas a andlise de
fingerprinting genético pelo método de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) utilizando trés enzimas de restricdo independentes (Hae Ill, Msp I, Hha ). Um total
de 62 ribotipos distintos (= 95% de similaridade) foi verificado a partir dos 101 isolados de
bactérias, revelando uma alta diversidade nas bactérias cultivaveis recuperadas dos

elementos metalicos (Figura 6).
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Figura 6. Dendograma de similaridade construido pelo software GelCompar (version 4.1; Applied
Maths, Kortrijk, Belgium) a partir de uma analise do perfil de bandas do gene ribossomal
16S, apos digestdo com as enzimas Hae lll, Msp |, Hha I.

Na amostra A foram recuperados 28 ribotipos diferentes, na amostra B 18 ribotipos,
nas amostras C e D 19 ribotipos cada. Alguns ribotipos foram encontrados em mais de uma
amostra e apesar das amostras A e C derivarem da mesma torre, ribotipos iguais foram
encontrados também nas amostras A e B, A e D, assim como nas amostras A e C. Isso
mostra que a pintura de prote¢éo das torres A, C e D néo restringe o crescimento dos micro-

organismos e, portanto, ndo € um método efetivo para evitar o ataque de agentes

biodeteriogénicos microbianos.

5.2.3 Sequenciamento e analise filogenética de gene RNA ribossomal 16S

Baseado nas analises da matriz de distancia criada a partir das sequéncias dos 62
ribotipos distintos, 29 isolados representativos foram submetidos a analise filogenética
(ANEXO A). O sequenciamento e andlise filogenética do gene RNA ribossomal 16S dos
ribotipos distintos revelaram a presenca dos géneros: Acinetobacter, Bacillus, Lysinibacillus,
Chryseobacterium, Exiguobacterium, Serratia, Pseudomonas e Stenotrophomonas (Figuras

7 e 8).
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757 BD38 (HQ396909)
99| BD66 (HQ396906)
99] | Acinetobacter bereziniae T ATCC 17924 (293443)
66 I BD101 (HQ396918)
90 Acinetobacter junii T DSM 6964 (X81664)

94— BD98 (HQ396921)
100 T Acinetobacter ursingii TLUH 3792 (AJ275038)
L BD77 (HQ396907)
- BD86 (HQ396911)
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80 Acinetobacter calcoaceticus ' NCCB 22016 (AJ888983)
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7

BD57 (HQ396913)
BD25 (HQ396915)
—— Serratia entomophila T DSM 12358 (AJ233427)
BD50 (HQ396903)
BD11 (HQ396905)
Serratia nematodiphila T DZ0503SBS1 (EU036987)
50r Serratia marcescens ' DSM 30121 (AJ233431)
58' BD128 (HQ396908)
1% Pseudomonas fulva " AJ2129 (AB046996)

100
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BD51 (HQ396916)

Pseudomonas putida " ATCC 12633 (D84020)
BD87 (HQ396919)

BD44 (HQ396910)

BD68 (HQ396917)

BD103 (HQ396904)

BD91 (HQ396912)

52| BD67 (HQ396920)

BD75 (HQ396901)

Pseudomonas monteilii T ATCC 700476 (AF064458)
—— Stenotrophomonas rhizophila T e-p10 (AJ293463)

100 BD61 (HQ396914)
99 (BD96 (HQ396902)
80| Stenotrophomonas maltophilia T IAM 12423 (AB294553)
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Bacillus cereus " NBRC 15305 (AB271745)

0.02

Figura 7. Arvore filogenética baseada em analises das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S de
bactérias do filo Proteobacteria associadas a elementos metalicos (modelo Kimura 2-
parametros; algoritmo Neighbor-Joining com bootstrap de 1000 re-amostragens).



47

Bacillus cereus " NBRC 15305 (AB271745)
™ BDO7 (HQ396893)
82 Bacillus thuringiensis " IAM 12077 (D16281)
100 BDO1 (HQ396898)
64 Bacillus mycoides " (AB021192)

Exiguobacterium soli " DVS3 (AY864633)

Firmicutes

99 ﬂExiguobacterium profundum T 10C (AY818050)
100 - BD47 (HQ396894)
99 1 BD63 (HQ396900)
Lysinibacillus fusiformis " (AF169537)
99 | | BD02 (HQ396895)
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100 - BD111 (HQ396899)
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100
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Figura 8. Arvore filogenética baseada em andlises das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S de
bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes associadas a elementos metalicos (modelo
Kimura 2-parametros; algoritmo Neighbor-Joining com bootstrap de 1000 re-amostragens).

Os géneros Acinetobacter e Pseudomonas foram encontrados nas quatro amostras
coletadas. A amostra A apresentou a maior diversidade genética (28 ribotipos) com
representantes de sete diferentes géneros. Nas amostras B (18 ribotipos), C (19 ribotipos) e

D (19 ribotipos) foram encontrados apenas quatro géneros em cada (Figura 9).



48

35

30 W Lysinibacillus sp.

Serratia sp.

25

20 Stenotrophomonas sp.
Pseudomonas sp.

15
Exiguobacterium sp.

10

W Chryseobacterium sp.
Bacillus sp.
0 T T T T 1

B Acinetobacter sp.

(%3]

Amostra Amostra Amostra Amostra
A B C D

Figura 9. Distribuicdo da diversidade microbiana encontrada nas amostras derivadas de torres de
transmissao de energia elétrica.

Embora ndo se possa afirmar, a principio, a relagdo dos isolados obtidos neste
trabalho com a corrosdo presente nas torres, a presenca dos géneros encontrados no
isolamento dos elementos metalicos, principalmente os géneros Bacillus e Pseudomonas, ja
foi relatada em varios ambientes contaminados com metais, associados ou Nndo a corrosao
influenciada por micro-organismos.

O género Bacillus ja foi encontrado em amostras de metais expostas a diferentes
condicdes na Lituania. Dentre 70 populacbes de bactérias e fungos, as espécies
encontradas com maior frequéncia foram os fungos Aspergillus niger e Penicillium
frequentans e a bactéria Bacillus mycoides (Juzeliunas et al., 2005). Segundo Juzeliunas et
al. (2005), estas trés espécies agem como aceleradores ou inibidores da corrosédo em
metais, dependendo do metal que eles colonizam.

Korenblum et al. (2008) sugerem que uma substéncia antimicrobiana produzida pelas
linhagens T6-5 e H20-1 de Bacillus possa inibir a formacéo de biofilme e consequentemente
inibir ou reduzir a biocorrosao. Ja Jayaraman (1999) acredita que a inibicdo da corrosdo em
metais se deve a células vivas presentes no biofiime. Em seu trabalho, ele concluiu que
ambas as espécies de bactérias Pseudomonas fragi e Bacillus brevis foram capazes de
proteger cobre e aluminio contra corrosdo em determinado meio de cultivo. Ao contrario,
Pavissich et al. (2010) associaram o processo de corrosao em encanamentos de cobre com
a formacéo de biofilme. Dentre os géneros encontrados na constituicdo do biofilme, estavam
presentes Acinetobacter, Chryseobacterium e Pseudomonas. Rajasekar et al. (2007)
também conseguiram comprovar o envolvimento de uma bactéria no processo de

degradacéo de tubulaces de petréleo na india. Estudos realizados no Institute of Microbial
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Technology, em Chandigarh (india) confirmaram que essa capacidade de degradacdo é
devido a uma enzima peroxidase presente na linhagem ACE2 de Serratia marcescens, que
através do peroxido de hidrogénio produzido, causa uma série de reagcbes que acaba por
levar a corrosao.

Embora ainda exista muita controvérsia a respeito de como esses micro-organismos
realmente se comportam, a presenca desses em ambientes com grandes concentracdes de
metais parece ser constante. Garcia-Meza (2008) estudou a colonizagdo de micro-
organismos em amostras de rejeitos de minas coletadas no México e os principais géneros
de bactérias presentes no biofilme formado pela colonizacdo foram: Bacillus, Pseudomonas
e Corynebacterium. Os géneros Bacillus, Pseudomonas e Corynebacterium tiveram sua
presenca relatada também em antigas areas de mineracdo de ouro na Nova Zelandia
(Chappell e Craw, 2002) e em solos afetados pela drenagem de minas (Babich e Stotzky,
1985). Membros dos grupos Pseudomonas e Aeromonas foram isolados a partir de residuos
de uranio encontrados nas proximidades de uma area de mineracdo na Saxodnia (Haferburg
e Knothe, 2007). Os géneros Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Shigella,
Enterobacter e Stenotrophomonas ja foram encontrados em rejeitos de uma mina de
chumbo e zinco em Yunnan, China (Zhang et al., 2007). Os géneros Acinetobacter, Serratia,
Exiguobacterium e Bacillus, entre outros, ja foram encontrados em plantas tolerantes ao
cobre, sendo o género Bacillus o mais predominante, seguido pelo género Acinetobacter
(Sun et al., 2010). Bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas e Listeria, e ao filo
Bacteroidetes ja foram relatadas como parte da comunidade bacteriana de crustaceos
(Porcellio scaber) de um ambiente poluido com mercurio (Lapanje et al., 2010).

A presenca de metais pesados seleciona 0s micro-organismos capazes de
sobreviver nesse ambiente, tornando-os uma fonte importante de pesquisa ja que podem

ser potenciais agentes biorremediadores em areas contaminadas com metais pesados.

5.3 Avaliacéo da resisténcia a metais pesados

Existem muitos estudos que tratam da tolerancia de metais pesados por bactérias,
entretanto, € dificil fazer uma comparacdo vélida com a literatura existente devido a
diversidade de meios e condi¢des de incubacéo utilizadas nesses estudos. MICs obtidos em
meio soOlido sdo geralmente mais altos do que os obtidos em meio liquido. Isso acontece
porqgue no meio liquido a difusdo e disponibilidade dos metais € maior do que no meio
sélido. Além disso, o uso de meios ricos também influencia na concentracdo real dos metais
disponiveis, uma vez que os ions desses metais podem formar complexos com

componentes do meio, especialmente com substancias organicas e fosfatos.
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Os 101 isolados das torres de transmissdo de energia elétrica foram avaliados
guanto a resisténcia a diferentes metais pesados em meio minimo liquido com adicdo de
extrato de levedura e diferentes concentracbes de metais (exceto o isolado BD111, aonde
foi utilizado meio de cultivo Luria Broth). Para a maioria dos isolados e dos metais, o

crescimento bacteriano diminuiu conforme o aumento da concentragdo do metal.

5.3.1 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Bacillus

Foram avaliados em duplicatas os 12 isolados do género Bacillus (BD01, BDOS3,
BDO06, BDO7, BD08, BD09, BD12, BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35). Os isolados BDO1 e

BDO03 foram selecionados para repeticdo dos testes em triplicatas.

e Zinco

A maioria dos isolados s6 cresceu em concentragdes iguais ou menores do que 5 mM
(Figura 10). Apenas o isolado BD30 conseguiu crescer na concentragdo 9 mM, no entanto,
esse crescimento foi muito baixo (1,045%).
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Figura 10. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentrages do
fon zinco (ZnCl, ). A. Isolados BD06, BDO7, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados BD13,
BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD0O1 e BDO03.

e Niquel
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Quatro isolados do género Bacillus se mostraram sensiveis ao metal niquel (BDO6,
BDO07, BD08 e BD09), ndo crescendo nem na menor concentracdo testada (0,5 mM). Os
outros isolados, no entanto, se mostraram mais tolerantes a esse metal, com MICs em torno
de 4 e 5 mM (Figura 11). O isolado BD12 conseguiu crescer na concentracdo de 6 mM,
embora o crescimento tenha sido baixo (3, 35%).
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Figura 11. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentracdes do
ion niquel (NiCl,.6H,0 ). A. Isolados BD06, BD0O7, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados
BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD01 e BDO03.

e Cobre
Exceto pelo isolado BDO7 (MIC = 4 mM), o género Bacillus apresentou MIC para o
metal cobre igual ou maior do que 6 mM (Figura 12). O isolado BD0O6 conseguiu crescer na

presenca de 10 mM de cobre, no entanto, foi um crescimento baixo (1,659%).
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Figura 12. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentracdes do
ion cobre (CuCl,.2H,0 ). A. Isolados BD06, BD0O7, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados
BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD01 e BDO03.

e Cobalto

Dos doze isolados de Bacillus, cinco resistiram a 9 ou 10 mM de cobalto (BD01, BD03,
BD06, BD12 e BD13), embora o crescimento ndo tenha chegado a 10%. Trés isolados
(BDO7, BD08 e BD09) ndo cresceram nem na menor concentragéo testada (0,5 mM), sendo

considerados sensiveis a cobalto (Figura 13).
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Figura 13. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentrages do
ion cobalto (CoCl,.6H,0 ). A. Isolados BD06, BDO7, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados
BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD01 e BDO03.

e Cromo

Os isolados do género Bacillus foram, no geral, bastante resistentes ao cromo. Todos

cresceram na maior concentracao testada (10 mM) (Figura 14) e com excecao dos isolados

BDO01 e BD13, o crescimento obtido nessa concentracéo foi maior do que 15%.
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Figura 14. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentrages do

e Arsénio

ion cromo (K,Cr,05). A. Isolados BD06, BD07, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados BD13,
BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD0O1 e BDO03.

Metade dos isolados néo resistiu a concentracbes maiores do que 2 mM de arsenato e

a maioria ndo cresceu em concentragdes maiores do que 1 mM de arsenito. O isolado BD18

pode ser considerado o mais resistente do género Bacillus ao semimetal arsénio, ja que

cresceu na concentragdo de 7 mM nas duas formas testadas (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentracdes de
arsenato de sédio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD06, BD07, BD08, BD09 e BD12. B.
Isolados BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD0O1 e BDO03.
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Figura 16. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentragfes de
arsenito de sodio (Na,AsO,). A. Isolados BD06, BD07, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados
BD13, BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD01 e BDO03.

e Mercdurio

Os isolados do género Bacillus foram sensiveis ao metal mercudrio. A maioria sé

cresceu na menor concentracdo testada (0,1 mM) e apenas um isolado (BD13) cresceu na

concentracdo 0,2 mM (Figura 17).
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Figura 17. Crescimento celular dos isolados do género Bacillus frente as diferentes concentra¢cdes do
ion mercurio (HgCl,). A. Isolados BD06, BD0O7, BD08, BD09 e BD12. B. Isolados BD13,
BD18, BD26, BD30 e BD35. C. Isolados BD0O1 e BD03.

Os isolados do género Bacillus, no geral, foram mais resistentes ao cromo e mais
sensiveis ao mercurio. Os isolados BD07, BD08 e BD09 foram os que apresentaram menor
resisténcia a diversos metais, enquanto os isolados BD06 e BD12 mostraram uma
resisténcia maior a mais de um metal testado.

A resisténcia a metais pelo género Bacillus ja foi estudada por varios autores, sendo
0 grau de resisténcia desse género muito variado, com linhagens apresentando MICs
menores do que 0,6 mM até maiores do que 20 mM de um mesmo metal.

Uma linhagem de Bacillus cereus, isolada de uma area metallrgica em Napoles,
Itdlia, e utilizada em um estudo de biorremediacdo, apresentou MICs para o zinco, 0 cromo
e o niquel de 3, 1,5 e 1 mM, respectivamente e MICs menores do que 1 mM para o cobre e
0 cobalto (Alisi et al., 2009). Uma linhagem de B. megaterium isolada de efluentes de
indastria téxtil também apresentou um MIC muito baixo para o zinco, de apenas 0,45 mM
(Ali et al., 2009). No entanto, uma linhagem de Bacillus subtilis mostrou ser resistente a
10,43 mM de zinco (Ali et al., 2009), enquanto uma linhagem de Bacillus circulans, isolada
de solo contaminado com metais pesados na Turquia, mostrou ser resistente a 22 mM de
zinco (Yilmaz, 2003). Assim como 0 zinco, a resisténcia ao niquel, ao cobre e ao cobalto
pelo género Bacillus também ja foi estudada por diversos autores. Em um estudo com

Bacillus cereus, uma linhagem produtora de enzima protease, isolada de uma amostra de
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solo da india, apresentou um MIC de apenas 0,73 mM para o niquel e 0,94 mM para o
cobalto (Singh et al., 2010). No entanto, a linhagem de Bacillus circulans isolada na Turquia
mostrou ser resistente a 10 mM de niquel e 2 mM de cobalto (Yilmaz, 2003). Diferente do
zinco e do niquel, por exemplo, a tolerancia ao cobre por esse género ndo € muito alta.
Enquanto a linhagem de Bacillus circulans isolada na Turquia mostrou ser resistente a 10
mM de niquel e a 22 mM de zinco, o MIC dessa mesma linhagem para o cobre foi de
apenas 2,5 mM (Yilmaz, 2003). Outros estudos com Bacillus registraram MICs iguais ou
menores do que 1 mM para o cobre (Alisi et al., 2009; Viti et al., 2002).

Em outro estudo, quatro linhagens de Bacillus, trés Bacillus maroccanus e um
Bacillus megaterium, isoladas de solo poluido com cobre, foram avaliadas quanto a
tolerdncia a alguns metais pesados, incluindo o zinco, o niquel, o cobalto, o cobre e o
cromo. O MIC de todas as quatro linhagens para estes metais ndao passou de 0,8 mM com
excecdo do metal cromo que apresentou MICs bem maiores, de 9 a 20 mM (Viti et al.,
2002). A resisténcia ao cromo hexavalente pelo género Bacillus ja foi estudada por diversos
autores, mas nem sempre valores altos de MICs s&o encontrados. A linhagem de Bacillus
cereus isolada na india apresentou um MIC de apenas 0,42 mM para o cromo (Singh et al.,
2010). Valores baixos de MIC (< 1 mM) também foram obtidos por Verma et al. (2009) com
Bacillus de quatro espécies diferentes isolados de efluentes de curtume.

De acordo com a literatura, os resultados obtidos com as linhagens isoladas das
torres de transmissao de energia elétrica mostraram que essas bactérias apresentam certa
resisténcia ao zinco, maior do que algumas linhagens citadas na literatura, mas menor do
que outras, dificultando uma classificacdo de linhagem resistente ou sensivel. Mesmo assim,
dentre as espécies citadas acima, o Bacillus cereus, que € a espécie filogeneticamente mais
proxima dos isolados das torres, apresentou um MIC parecido com os obtidos neste
trabalho. J& no caso do niquel e do cromo, os isolados das torres de transmissao foram
mais resistentes do que as espécies filogeneticamente mais proximas deles (Bacillus
cereus), porém menos resistentes do que os Bacillus testados por Yilmaz et al. (2003) e Viti
et al. (2002). No entanto, todos os testes citados acima foram realizados em meio sélido, o
que dificulta novamente a comparacao.

Nossos resultados indicam que os isolados das torres de transmissdo apresentaram
resisténcia maior do que os Bacillus descritos na literatura, tanto para o cobre, quanto para o
cobalto, sendo, portanto, considerados mais resistentes.

Em um estudo com Bacillus cereus, uma linhagem produtora de enzima protease,
isolada de uma amostra de solo da india, apresentou um MIC de 7,37 mM para o arsenato
(Singh et al., 2010), mostrando um resultado semelhante ao obtido por dois isolados das
torres (BD18 e BD26). Quatro espécies de Bacillus (B. megaterium, B. brevis, B. pumilis e B.

coagulans), resistentes ao cromo e isoladas de efluentes de curtume apresentaram
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resisténcia a 0,5 mM de arsenito (Verma et al., 2009). No entanto, outros quatro Bacillus,
isolados de solo contaminado com arsénio, mostraram-se resistentes a 3 ou 5 mM de
arsenito (Cai et al., 2009). Esses resultados mostram que a resisténcia a altas
concentracdes de arsénio, principalmente na forma de arsenito, ndo € tdo comum nesse
género, corroborando com os valores obtidos neste trabalho.

A resisténcia ao mercario ndo € muito comum, mesmo entre micro-organismos
resistentes a diversos metais. Vetriani et al. (2005) estudaram a relacdo entre a resisténcia
ao mercurio pelas bactérias e sua proximidade com os fluidos hidrotermais do oceano no
leste do Pacifico. Entre essas bactérias, foi isolado um Bacillus, que, no entanto, sé
conseguiu crescer em concentracdes iguais ou menores do que 0,005 mM de mercurio. De
et al. (2008) isolaram diversas bactérias capazes de resistir a 0,09 mM de mercurio, dentre
elas trés Bacillus pumilis. J& outro B. pumilis, junto com mais duas espécies de Bacillus (B.
megaterium e B. brevis) se mostraram sensiveis a 0,07 mM de mercurio (Verma et al.,
2009). Uma linhagem de Bacillus foi testada quanto a sua resisténcia a diversos metais com
o0 intuito de ser utilizada em biorremediacéo e apesar da sua alta resisténcia ao cromo (15
mM), apresentou um MIC para o mercurio de apenas 0,18 mM (Zahoor e Rehman, 2009).
Tanto os resultados encontrados na literatura, quanto os resultados obtidos neste trabalho,

mostram o quanto o mercurio é téxico para isolados do género Bacillus.

5.3.2 Avaliacéo da resisténcia a metais pesados: género Lysinibacillus

Os 11 isolados do género Lysinibacillus foram avaliados em duplicatas quanto a
resisténcia a diversos metais. Os isolados BD02, BD10, BD17, BD20, BD21, BD22, BD23,
BD37 e BD41 foram identificados apenas em nivel de género, enquanto os isolados BD60 e
BD63 foram identificados como Lysinibacillus fusiformis. Os isolados BD10, BD22, BD37 e

BD63 foram selecionados para a repeticdo dos testes em triplicatas.

e Zinco
Os isolados do género Lysinibacillus ndo apresentaram muita resisténcia ao zinco e
mesmo na concentracdo mais baixa houve pouco crescimento. O maior MIC foi do isolado

BD21 (3 mM). O BDO02 s0 resistiu & menor concentragdo testada (0,5 mM) (Figura 18).
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Figura 18. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentrac¢des do ion zinco (ZnCl,). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21, BD23, BD41
e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Niquel

Todos os isolados do género Lysinibacillus cresceram na concentracdo de 2 mM.
Cinco isolados conseguiram crescer em concentracdes iguais ou maiores do que 5 mM de
niquel (BD02, BD17, BD10, BD20 e BD21) (Figura 19). O isolado BD20 mostrou-se
resistente @ 10 mM, embora o crescimento tenha sido muito baixo (1,98%).
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Figura 19. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentracdes do ion niquel (NiCl,.6H,0). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21, BD23,
BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Cobre
A maioria dos isolados (BD10, BD20, BD21, BD22, BD23 e BD41) conseguiu crescer
até a concentracdo maxima testada (10 mM), embora o crescimento celular tenha sido baixo

(< 5%). O BD63 foi 0 isolado que apresentou o menor MIC para o cobre (7 mM) (Figura 20).
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Figura 20. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentrac¢des do ion cobre (CuCl,.2H,0). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21, BD23,
BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Cobalto
Os BD20, BD23, BD37 e BD41 cresceram na concentracdo de 10 mM embora o
crescimento tenha sido muito baixo (< 4%). O isolado BD02 ndo tolerou nem 0,5 mM,

podendo, portanto, ser considerado sensivel ao metal cobalto (Figura 21).
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Figura 21. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentracdes do ion cobalto (CoCl,.6H,O ). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21,
BD23, BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Cromo
O género Lysinibacillus se mostrou muito resistente ao cromo, com todos os isolados
conseguindo crescer na maior concentracao testada (10 mM). Além disso, com excecédo do

BD37, o crescimento celular frente a 10 mM de cromo foi bom (> 35%) (Figura 22).
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Figura 22. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentragdes do ion cromo (K,Cr,O-). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21, BD23,
BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Arsénio

Dos onze isolados do género Lysinibacillus, quatro (BD10, BD20, BD21 e BD22)
conseguiram crescer na maior concentragéo testada (10 mM) de arsenito. O isolado BD60,
no entanto, nao tolerou 0,5 mM de arsenato ou arsenito, sendo considerado sensivel ao
arsénio. Assim como ele, os isolados BD02 e BD17 também foram sensiveis ao arsénio, ja
gque néo resistiram a concentragbes maiores do que 0,5 mM de arsenato (Figura 23) ou
arsenito (Figura 24).
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Figura 23. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentracdes de arsenato de sédio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD02, BD17, BD20,
BD21, BD23, BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.
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Figura 24. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentragdes de arsenito de sédio (Na,AsO,). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21,
BD23, BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

e Mercurio

Os isolados do género Lysinibacillus foram extremamente sensiveis ao metal
mercurio. Dos onze isolados, sete (BD02, BD10, BD22, BD23, BD37, BD60 e BD63) néo
cresceram nem na menor concentracdo testada (0,1 mM). Os quatro isolados restantes
cresceram apenas na concentragdo de 0,1 mM e o crescimento foi muito baixo (< 1,5%)
(Figura 25).
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Figura 25. Crescimento celular dos isolados do género Lysinibacillus frente as diferentes
concentracdes do ion mercurio (HgCl,). A. Isolados BD02, BD17, BD20, BD21, BD23,
BD41 e BD60. B. Isolados BD10, BD22, BD37 e BD63.

O género Lysinibacillus apresentou maior resisténcia ao metal cromo e foi mais
sensivel ao mercurio, seguido pelo zinco. O isolado que apresentou os menores MICs em
mais de um metal foi 0 BD02, enquanto, o isolado que apresentou os maiores MICs em mais
de um metal foi 0 BD20.

Uma linhagem de Lysinibacillus, ZC1, isolada de aguas residuais contaminadas com
cromo foi identificada como Lysinibacillus fusiformis e apresentou um MIC extremamente

alto para o cromato de 60 mM (He et al., 2011). Os isolados das torres também foram
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resistentes ao cromo considerando a concentragdo de 10 mM como sendo a maior
concentracdo testada. No entanto, como essa foi muito inferior a 60 mM, a comparagéo se
torna impossivel e novos testes deverdo ser efetuados para avaliar qual é o MIC dos
isolados do nosso estudo. Outros Lysinibacillus ja& foram isolados a partir de solos
contaminados com cromo. Um Lysinibacillus fusiformis e um Lysinibacillus sphaericus,
ambos com capacidade de reduzir cromato, foram isolados de solo contaminado com
cromo, numa area industrial da india (Desai et al., 2008).

A linhagem Lysinibacillus fusiformis ZC1, apesar de apresentar alta resisténcia ao
cromo (MIC = 60 mM), so6 resistiu a 0,5 mM de niquel, 0,7 mM de cobre e 0,5 mM de cobalto
(He et al., 2011). Os isolados das torres foram bem mais resistentes ao niquel, cobre e
cobalto do que a linhagem ZC1, no entanto, a falta de mais dados na literatura impede o
estabelecimento de um grau de resisténcia desses isolados para estes metais.

A resisténcia ao arsenato e arsenito também foi verificada na linhagem de
Lysinibacillus fusiformis ZC1, sendo considerada muito resistente, tanto para o arsenato (50
mM), quanto para o arsenito (15 mM) (He et al., 2011). Assim como o cromo, alguns
isolados das torres, do género Lysinibacillus, também foram resistentes ao arsénio,
crescendo na maior concentracdo testada. No entanto, essa concentracdo foi de 10 mM, o
que torna dificil a comparagdo com a linhagem ZC1. Em relacdo ao mercurio, todos os
isolados da torre de transmissdo foram sensiveis, assim com a linhagem Lysinibacillus
fusiformis ZC1, que apresentou o MIC de 0,04 mM (He et al., 2011).

5.3.3 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Exiguobacterium

Os trés isolados do género Exiguobacterium (BD39, BD47 e BD58) foram avaliados
em duplicatas primeiramente, sendo o isolado BD47 selecionado para repeticdo dos testes

em triplicata. Os isolados foram identificados como Exiguobacterium profundum.

e Zinco
O género Exiguobacterium foi extremamente sensivel ao zinco, ndo tolerando

concentracdes acima de 0,5 mM (Figura 26).
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26. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes
concentracdes do ion zinco (ZnCl,). A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

O género Exiguobacterium ndo foi muito resistente ao niquel. Os trés isolados

conseguiram crescer na concentracao de 4 mM, porém o crescimento foi baixo (< 4%)

(Figura 27).
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Figura

27. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes

concentracdes do ion niquel (NiCl,.6H,0) A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

e Cobre

Os trés isolados do género Exiguobacterium apresentaram um crescimento bom (>

25%) na concentracdo de 5 mM de cobre, porém apds essa concentracdo, o crescimento

caiu, entretanto, os isolados BD39 e BD58 foram resistentes até a maxima concentracao

testada (10

mM) (Figura 28).
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28. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes
concentrac¢des do ion cobre (CuCl,.2H,0) A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

e Cobalto

Dos trés isolados do género Exiguobacterium, dois (BD39 e BD58) conseguiram

crescer na maior concentracdo testada, porém o crescimento foi baixo (1 e 5%,

respectivamente). O BD47 resistiu a 6 mM de cobalto. Até a concentracdo de 5 mM, os

isolados apresentaram em média um crescimento de 30% (Figura 29).

>

120

100

80

60

40

Crescimento bacteriano (%)

20

—B03Y

—B05E

Concentracdo do metal (mM)

Crescimento bacteriano (%)

120

100

80

60

40

20

B4 T

Concentracdo do metal (mM)

Figura

29. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes
concentracdes do ion cobalto (CoCl,.6H,0). A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

e Cromo

O género Exiguobacterium foi muito resistente ao cromo, apresentando crescimento

superior a 70% na maior concentragéo testada (10 mM) (Figura 30).
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e Arsénio
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Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

Os trés isolados do género Exiguobacterium foram resistentes ao arsénio na forma

de arsenato, com MICs iguais a 10 mM (Figura 31). No entanto, o isolado BD58 néo

conseguiu crescer em concentracdes maiores do que 4 mM de arsenito. Os isolados BD39 e

BD47 toleraram a maior concentracéo testeda, porém apenas o isolado BD47 apresentou

crescimento alto na presencga de 10 mM (73%) (Figura 32).
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Figura 31. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes

concentracdes de arsenato de sédio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD39 e BD58. B.

Isolado BDA47.
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concentragdes de arsenito de sédio (Na,AsO,). A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado
BDA47.

e Mercurio

Os isolados do género Exiguobacterium n&o toleraram nem a menor concentragdo
testada de mercurio (0,1 mM) sendo, portanto, considerados sensiveis a esse metal (Figura
33).
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Figura 33. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes
concentracdes do ion mercurio (HgCl,). A. Isolados BD39 e BD58. B. Isolado BD47.

Um estudo com uma linhagem de Exiguobacterium sp., isolada de solo irrigado com
efluentes de curtume no norte da india, avaliou sua resisténcia a diversos metais, incluindo o
zinco, niquel e cobre. Para estes metais, a Exiguobaterium sp. ZM-2 conseguiu crescer na
concentracdo de 2,78 mM, 6,73 mM e 2,35 mM, respectivamente (Alam e Malik, 2008).
Outra linhagem de Exiguobacterium sp., isolada de uma &rea metallrgica em N4poles, Italia,
e utilizada em um estudo de biorremediacéo, apresentou um MIC de 5 mM para o zinco, 4
mM para o niquel e 2 mM para o cobre (Alisi et al., 2009). De acordo com a literatura, o
género Exiguobacterium apresenta alguma resisténcia ao metal zinco, porém os resultados
obtidos com as linhagens isoladas das torres de transmiss@o de energia elétrica ndo foram

promissores e mostraram que esses isolados sdo sensiveis ao zinco. Em relacdo ao niquel,
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os isolados das torres apresentaram resisténcia um pouco menor do que as bactérias do
género Exiguobacterium descritas na literatura, no entanto, os resultados obtidos neste
trabalho foram em meio liquido, enquanto que na literatura os ensaios foram feitos em meio
sélido, o que dificulta a comparag¢do. Quanto ao cobre, os isolados das torres de energia
elétrica também apresentaram resisténcia a esse metal e, inclusive foram mais resistentes
do que as bactérias encontradas na literatura. Além disso, em um trabalho sobre diversidade
de bactérias endofiticas de plantas tolerantes ao cobre foram encontrados 12 géneros de
bactérias resistentes ao cobre incluindo o género Exiguobacterium (Sun et al., 2010).

Pouco se encontra na literatura sobre a relacdo do género Exiguobacterium com o
metal cobalto. A mesma linhagem de Exiguobacterium sp., isolada de uma area metallrgica
em Napoles, Italia, e utilizada em um estudo de biorremediagéo, apresentou um MIC para o
cobalto menor do que 1 mM (Alisi et al., 2009). Devido a falta de dados na literatura, a
dificuldade de se estabelecer um grau de resisténcia dos isolados das torres de transmissao
é grande. No entanto, os trés isolados tiveram um crescimento bom (30%) na concentragcdo
de 5 mM e dois deles conseguiram crescer até 10 mM, o que é bem maior do que a
linhagem de Exiguobacterium relatada na literatura.

A resisténcia ao cromo pelo género Exiguobacterium ja foi estudada por diversos
autores, sendo o grau de resisténcia desse género muito variado, com MICs menores do
que 0,7 mM até maiores do que 12 mM. A linhagem de Exiguobacterium sp., isolada de uma
area metalUrgica em Napoles, Italia, apresentou um MIC para o cromo de apenas 0,5 mM
(Alisi et al., 2009). Uma espécie de Exiguobacterium, identificada como E. acetylicum,
apesar da capacidade de reduzir cromato, também apresentou um MIC baixo para este
metal, de apenas 0,68 mM (Okeke, 2008). Algumas espécies de bactérias, resistentes ao
cromato, foram isoladas de solo contaminado com cromo e uma delas foi identificada como
Exiguobacterium sp. Essa linhagem, além de reduzir cromato, mostrou ser resistente a
concentracdo de 1,5 mM desse metal (Sarangi e Krishnan, 2008). Além dessas linhagens de
Exiguobacterium, uma bactéria desse género, que foi isolada no norte da india a partir de
amostras de solo irrigado com efluentes de curtume, conseguiu crescer na concentragdo de
12,37 mM de cromo, sendo, portanto, mais resistente a esse metal (Alam e Malik, 2008). Os
isolados das torres foram muito resistentes ao cromo e apresentaram crescimento alto na
presenca de 10 mM. Como essa foi a maior concentracdo testada, ndo se sabe se esses
isolados sdo mais resistentes do que a linhagem encontrada por Alam e Malik (2008) e
portanto novos experimentos, com concentracdes maiores devem ser realizados.

Ndo ha muita informacéo na literatura sobre a relacdo do género Exiguobacterium
com o semimetal arsénio e as informacfes encontradas mostram que o grau de resisténcia
desse género € muito abrangente, com MICs variando de 3 a 30 mM. Dentre muitas

bactérias isoladas do solo de uma regido altamente contaminada com arsénio na China, foi
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identificada uma bactéria de género Exiguobacterium capaz de resistir a 3 mM de arsenito
(Cai et al., 2009). Ja uma Exiguobacterium sp., isolada do lago Ohakuri, na Nova Zelandia,
mostrou ser extremamente resistente ao arsénio, tolerando concentragbes maiores do que
30 mM de arsenito e com MIC de 100 mM para o arsenato (Anderson e Cook, 2004). Os
isolados das torres foram mais resistentes do que a linhagem isolada na China, uma vez
que conseguiram crescer na concentracdo de 10 mM, porém como essa foi a maior
concentracdo testada, se torna impossivel a comparacdo com a bactéria isolada na Nova
Zelandia.

Os isolados do género Exiguobacterium apresentaram resposta parecida no
crescimento celular diante das diversas concentracées de metais. No geral, os isolados do
género Exiguobacterium obtidos em nosso estudo foram mais resistentes ao cromo, e mais
sensiveis ao zinco e ao mercario. A existéncia de plasmideos contendo o operon mer,
envolvido na resisténcia ao mercurio, é conhecida no género Exiguobacterium (Bogdanova
et al., 1998). No entanto, os isolados das torres foram extremamente sensiveis a esse metal,

indicando que este operon ndo esta presente ou ndo esti sendo expresso.

5.3.4 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Serratia

Os sete isolados do género Serratia (BD11, BD50, BD65, BD74, BD85, BD115 e
BD128) foram avaliados em duplicatas, sendo que os isolados BD11, BD50, BD65 e BD115
foram selecionados para repeticdo dos testes em triplicatas. Os sete isolados foram

identificados apenas em nivel de género.

e Zinco

O crescimento celular da maioria dos isolados testados diminuiu consideravelmente a
partir da concentracdo de 3 mM, no entanto, cinco isolados conseguiram crescer em
concentragdes maiores do que 3 mM. Os isolados BD11, BD50, BD65 e BD85 resistiram até
4 mM e o isolado BD128 conseguiu crescer na concentragdo de 5 mM de zinco, embora o

crescimento tenha sido baixo (2,49%) (Figura 34).
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Figura 34. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentragfes do
ion zinco (ZnCl,). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50, BD65 e
BD115.

e Niquel

Os isolados do género Serratia tiveram seu crescimento diminuido conforme aumento
da concentragdo de niquel. Todos os isolados conseguiram crescer até pelo menos a
concentracdo de 7 mM, sendo que o maior MIC foi do isolado BD128 que resistiu a 9 mM de

niquel, embora com baixo crescimento (3,18%) (Figura 35).
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Figura 35. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracdes do
ion niquel (NiCl,.6H,0). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50,
BD65 e BD115.

e Cobre
Todos os isolados do género Serratia conseguiram crescer pelo menos na
concentracdo de 7 mM de cobre, destacando-se os isolados BD50 e BD85, que resistiram

respectivamente a 9 e 10 mM (Figura 36).
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Figura 36. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracdes do
jon cobre (CuCl,.2H,0). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50,

BD65 e BD115.

e Cobalto

Todos os isolados do género Serratia resistiram a concentragfes iguais ou maiores do

que 7 mM de cobalto. Trés isolados (BD11, BD50 e BD65) conseguiram crescer na maior

concentracao testada (10 mM), embora com crescimento celular abaixo de 7% (Figura 37).
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Figura 37. Crescimento celular dos isolados do género Exiguobacterium frente as diferentes
concentragdes do ion cobalto (CoCl,.6H,O ). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B.
Isolados BD11, BD50, BD65 e BD115.
e Cromo

Os isolados do género Serratia podem ser considerados resistentes ao metal cromo,

uma vez que cresceram na maior concentracdo testada (10 mM) e o crescimento foi maior
do que 25% (Figura 38).
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Figura 38. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracdes do
fon cromo (K,Cr,0O-). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50, BD65

e BD115.

e Arsénio

Todos os isolados do género Serratia foram resistentes ao arsénio na forma de

arsenato (Figura 39), e apenas o isolado BD74 ndo conseguiu crescer na maior

concentracdo (10 mM) do arsénio, na forma de arsenito (Figura 40). Apesar do BD128 ter

crescido na concentragdo de 10 mM, o crescimento foi muito baixo (< 3%), diferentemente

dos isolados BD11, BD50, BD65, BD85 e BD115 que apresentaram crescimento celular

maior do que 65% na presenca de 10 mM de arsenito.
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Figura 39. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracdes de
arsenato de sddio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados

BD11, BD50, BD65 e BD115.
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Figura 40. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracfes de
arsenito de sodio (Na,AsO, A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50,

BD65 e BD115.

e Mercurio

Os

isolados do género Serratia ndo conseguiram crescer

nem na menor

concentracdo testada de mercario (0,1 mM) com excegcdo do isolado BD115, que

apresentou crescimento de apenas 2,47% nessa concentracao (Figura 41).
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Figura 41. Crescimento celular dos isolados do género Serratia frente as diferentes concentracdes do
ion mercario (HgCl,). A. Isolados BD74, BD85 e BD128. B. Isolados BD11, BD50, BD65

e BD115.

O género Serratia apresentou maior resisténcia aos metais cromo e arsénio, na

forma de arsenato, e menor resisténcia ao metal mercurio. O isolado BD50 foi o que

apresentou o maior MIC em mais de um metal.

A linhagem de Serratia marcescens C-1 isolada de um ambiente contaminado com

niquel e cobalto em Cuba apresentou um MIC de 20 mM e 30 mM, respectivamente

(Marrero et al., 2007). Embora o teste tenha sido realizado em meio sélido, dificultando a

comparacao com as linhagens isoladas das torres, fica claro que a Serratia marcescens C-1

€ mais resistente do que os isolados deste trabalho para os dois metais.
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Uma espécie de bactéria endofitica foi isolada de uma planta hiper-acumuladora de
cadmio, na China, e identificada como Serratia sp. A bactéria foi testada contra varios
metais, incluindo o zinco, o cobre e o cromo. O MIC para estes metais foi de 5 mM para o
zinco, 10 mM para o cobre e 12 mM para o cromo (Luo et al., 2011). O resultado encontrado
na linhagem da China ndo difere muito dos resultados obtidos neste trabalho. Isolados do
género Serratia também foram obtidos em um estudo sobre a diversidade de bactérias
endofiticas de plantas tolerantes ao cobre, indicando que estes micro-organismos
apresentam resisténcia a alguns metais pesados (Sun et al., 2010).

Sabe-se que o plasmideo pDU1358, que confere resisténcia ao mercdrio, foi
primeiramente isolado de uma linhagem de Serratia marcences (Griffin et al., 1985; 1987),
no entanto, os isolados das torres de transmisséo de energia elétrica do género Serratia hdo

apresentaram qualquer resisténcia a esse metal.

5.3.5 Avaliacdo daresisténcia a metais pesados: género Stenotrophomonas

Os gquatro isolados do género Stenotrophomonas (BD61, BD82, BD96 e BD129) foram
avaliados em duplicatas, sendo selecionados os isolados BD82 e BD129 para a repeticao
dos testes em triplicatas. Os quatro isolados foram identificados como Stenotrophomonas
maltophilia.

e Zinco

O género Stenotrophomonas mostrou-se resistente ao zinco. Os MICs dos isolados
BD61, BD82, BD96 e BD129 foram 10 mM, 8 mM, 6 mM e 10 mM, respectivamente. Apesar
de terem tolerado a concentracdo de 10 mM de zinco, os isolados BD61 e BD129
apresentaram uma diminui¢&@o drastica no crescimento a partir das concentragfes 9 e 8 mM,

respectivamente (Figura 42).
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Figura 42. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentragdes do ion zinco (ZnCl, ). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82 e
BD129.
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Os isolados BD82 e BD129 cresceram na presenca de 10 mM de niquel, embora o

crescimento tenha sido baixo (< 5%). Os isolados BD61 e BD96 resistiram a 6 mM e 5 mM,

respectivamente (Figura 43).
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Figura 43. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentragdes do ion niquel (NiCl,.6H,0). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82 e
BD129.
e Cobre

Os isolados BD82 e BD129 foram resistentes ao cobre, com crescimento celular

praticamente inalterado na presenca de 9 mM. O isolado BD61 apresentou MIC de 8 mM,

porém o crescimento celular foi muito pequeno (< 2%). O isolado BD96 sé tolerou a

concentracdo de 2 mM (Figura 44).
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44. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentracgdes do ion cobre (CuCl,.2H,0). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82 e

BD129.

e Cobalto
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O género Stenotrophomonas variou muito quanto a sua resisténcia ao cobalto. O
BD96 s6 conseguiu crescer na concentragdo de 1 mM, enquanto o BD82 resistiu a 10 mM
de cobalto, embora seu crescimento tenha sido baixo (6,09%) (Figura 45).
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Figura 45. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentracgdes do ion cobalto (CoCl,.6H,0 ). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82
e BD129.

e Cromo

O género Stenotrophomonas foi muito resistente ao cromo. Os quatro isolados
apresentaram crescimento acima de 75% na maior concentracdo testada (10 mM) (Figura
46).
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Figura 46. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentracdes do ion cromo (K,Cr,0O;). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82 e
BD129.

e Arsénio

Todos os isolados do género Stenotrophomonas foram resistentes ao arsénio na
forma de arsenato (Figura 47), no entanto, na forma de arsenito apenas os isolados BD82 e
BD129 toleraram a maior concentracdo testada (10 mM) (Figura 48). Os MICs para o BD61

e BD96 foram respectivamente 1 mM e 4 mM.
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Figura 47. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentragcdes de arsenato de sodio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD61 e BD96. B.
Isolados BD82 e BD129.
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Figura 48. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentragdes de arsenito de sédio (Na,AsO,). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados
BD82 e BD129.

e Mercurio

Os isolados do género Stenotrophomonas foram sensiveis ao mercurio, com MICs

menores do 0,5 mM (Figura 49).
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Figura 49. Crescimento celular dos isolados do género Stenotrophomonas frente as diferentes
concentragdes do ion mercario (HgCly). A. Isolados BD61 e BD96. B. Isolados BD82 e
BD129.

O género Stenotrophomonas foi mais resistente aos metais cromo e arsénio, na
forma de arsenato, e mais sensivel ao mercurio. Os isolados mais tolerantes a diversos
metais foram o BD82 e BD129, enquanto o menos tolerante foi o BD96.

Estudos de tolerdncia a metais pesados com o género Stenotrophomonas sao
relativamente comuns na literatura. Uma linhagem de Stenotrophomonas maltophilia,
isolada de uma area contaminada com metais pesados nos Estados Unidos foi utilizada num
trabalho de comparagédo entre duas bactérias resistentes a metais. O MIC para essa
Stenotrophomonas foi de 5 mM para o zinco e 5 mM para o cobre (Holmes et al., 2009).
Além disso, o MIC obtido para o cromo foi de 8 mM (Holmes et al., 2009), enquanto uma
Stenotrophomonas sp., isolada de solo contaminado com metais pesados em Taiwan,
apresentou um MIC de 2,5 mM (Chien et al., 2007). Outra Stenotrophomonas maltophilia
(Sm 777) apresentou um MIC para o zinco de 4 mM, 5 mM para cobre e 10 mM para o
niquel (Pages et al., 2008). Ainda o genoma da linhagem Stenotrophomonas maltophilia
(K279a) foi sequenciado e sua anotacao revelou a presenca de regides que codificam genes
envolvidos na resisténcia de metais, como o gene czc, envolvido na resisténcia de zinco,
cobalto e cadmio e dos operons cop e cus, envolvidos no metabolismo e homeostase de
cobre (Rocco et al., 2009). Os isolados das torres da espécie Stenotrophomonas maltophilia
apresentaram maior resisténcia ao metal zinco e cromo do que as linhagens descritas na
literatura. Além dos MICs terem sido maiores no caso do zinco, as concentracdes aonde o
crescimento foi em torno de 50% também foram maiores (7 mM). Os isolados das torres, da
espécie Stenotrophomonas maltophilia, também apresentaram resisténcia ao metal cobre,
inclusive maior do que as linhagens descritas na literatura, enquanto que para o metal niquel
a resisténcia foi semelhante a encontrada por Pages et al. (2008) na linhagem Sm 777.

Embora algumas linhagens de Stenotrophomonas maltophilia possam apresentar

genes de resisténcia ao cobalto, essa caracteristica parece ser bem variavel entre os
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membros dessa espécie, assim como a resisténcia que eles possuem. Os resultados
obtidos com os isolados das torres de transmissdo, por si sO, mostram um pouco da
variacao existente na resisténcia ao cobalto entre os membros dessa espécie. No caso do
cobalto, mesmo o isolado que apresentou o menor MIC (1 mM) foi mais resistente do que a
linhagem Sm 777 utilizada por Pages et al. (2008), que tolerou apenas 0,1 mM.

A resisténcia ao arsénio pelo género Stenotrophomonas ja foi estudada por vérios
autores. O sequenciamento e anotacdo do genoma da linhagem K279a de
Stenotrophomonas maltophilia revelaram a presenca de regibes que codificam genes
envolvidos na resisténcia de metais e uma regido que carrega 0 operon ars, envolvido na
resisténcia de arsénio, foi encontrada, indicando a provavel tolerdncia a esse semimetal
(Rocco et al.,, 2009). De fato, dentre muitas bactérias isoladas do solo de uma regido
altamente contaminada com arsénio na China, foi identificada uma bactéria do género
Stenotrophomonas capaz de resistir a mais de 20 mM de arsenito (Cai et al., 2009).

Outra bactéria do género Stenotrophomonas, identificada como S. maltophilia, foi
isolada de uma &rea contaminada com metais pesados nos Estados Unidos e apresentou
um MIC para o arsenito de 14 mM (Holmes et al., 2009). Assim como na literatura, dois
isolados das torres também apresentaram MICs altos para o arsenito (10 mM), no entanto
como a maior concentracdo testada foi a de 10 mM, é impossivel dizer se esses isolados
sdo mais resistentes do que os descritos na literatura, sendo necesséria a realizacdo de
testes em maiores concentragoes.

Na linhagem de Stenotrophomonas maltophilia (K279a), o sequenciamento do
genoma também revelou a presenca de regibes que codificam genes envolvidos na
resisténcia de outros metais, dentre eles, genes envolvidos na resisténcia do mercurio
(Rocco et al, 2009). Apesar disso, outros trabalhos mostram que o género
Stenotrophomonas n&o €é muito resistente ao mercurio. Uma linhagem de
Stenotrophomonas maltophilia, isolada de uma area contaminada com metais pesados nos
Estados Unidos apresentou um MIC para metal mercurio de 0,25 mM (Holmes et al., 2009).
Outra Stenotrophomonas maltophilia (Sm 777) apresentou um MIC ainda menor, de 0,05
mM para o mercurio (Pages et al., 2008). Com os isolados das torres de transmisséo
também néo foi diferente, o MIC ndo passou de 0,4 mM, sendo os isolados, portanto,

considerados sensiveis a esse metal.
5.3.6 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Pseudomonas
Os 14 isolados do género Pseudomonas (BD44, BD46, BD48, BD51, BD54, BD67,

BD68, BD75, BD87, BD91, BD95, BD99, BD103 e BD104) foram avaliados em duplicatas e
os isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104 foram selecionados para repeticdo
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dos testes em triplicatas. A maioria dos isolados foram identificados apenas em nivel de

género.

e Zinco

Os isolados do género Pseudomonas apresentaram uma grande variacdo quanto a
resisténcia ao metal zinco. Enquanto os isolados BD51 e BD95 s6 cresceram na menor
concentracao testada (0,5 mM), os isolados BD44, BD46, BD48 e BD68 resistiram a 10 mM,

porém com crescimento celular menor do que 3% (Figura 50).
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Figura 50. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes
concentracdes do ion zinco (ZnCl, ). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75, BD87, BD91,
BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.

¢ Niquel

Entre os isolados das torres houve variacdo quanto a tolerancia ao metal niquel.
Nenhum isolado conseguiu crescer na maior concentracdo testada (10 mM), mas os
isolados BD46 e BDA48 resistiram a 9 mM, apesar do baixo crescimento (<4%). O BD104 foi
0 mais sensivel, apresentando MIC de apenas 1 mM para o niquel (Figura 51).
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Figura 51. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes
concentracgdes do ion niquel (NiCl,.6H,0). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75, BD87,
BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.



82

e Cobre
Quatro isolados (BD54, BD87, BD91 e BD95) conseguiram crescer na concentracao
de 10 mM de cobre, no entanto, o crescimento celular nessa concentracéo foi menor do que

4%. O BD51 foi o mais sensivel a esse metal, com MIC de apenas 1 mM (Figura 52).
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Figura 52. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes
concentracgdes do ion cobre (CuCl,.2H,0). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75, BD87,
BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.

e Cobalto

A maioria dos isolados do género Pseudomonas conseguiu crescer em concentragfes
iguais ou maiores do que 5 mM de cobalto. Oito isolados (BD44, BD46, BD48, BD54, BD68,
BD87, BD91 e BD99) toleraram a concentracdo de 10 mM, embora com baixo crescimento
(< 4%) (Figura 53).
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Figura 53. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes
concentragdes do ion cobalto (CoCl,.6H,0 ). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75,
BD87, BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.

e Cromo
A maioria dos isolados cresceram na maior concentracdo testada (10 mM). Os

isolados BD46, BD48 e BD68, ndo s6 foram resistentes a 10 mM, como também
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apresentaram crescimento alto na presenca desse metal (> 68%). O BD104 foi o isolado

mais sensivel ao cromo, tolerando apenas 2 mM (Figura 54).
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Figura 54. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes
concentracdes do ion cromo (K,Cr,0O;). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75, BD87,
BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.
e Arsénio

Todos os isolados do género Pseudomonas cresceram sem dificuldades na

concentracao de 10 mM de arsenato (Figura 55). Ja com o arsenito foi diferente, apesar da

maioria dos isolados terem crescido na presenca de 10 mM, o crescimento de alguns foi

baixo em comparagdo com o arsenato, além de quatro isolados nédo terem crescido nessa
concentracdo (BD51, BD54, BD67 e BD95) (Figura 56). Os isolados BD51 e BD95 so6

resistiram 0,5 mM de arsenito, sendo 0s mais sensiveis desse género para esse metal.
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Figura 55. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes

concentragdes de arsenato de sédio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD51, BD54, BD67,
BD75, BD87, BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e

BD104.
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Figura

56. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes

concentragdes de arsenito de sédio (Na,AsO,). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75,
BD87, BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.

e Mercurio

O género Pseudomonas foi sensivel ao metal mercurio, e o0s isolados nao resistiram

a concentragdes maiores do que 0,2 mM desse metal (Figura 57).
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Figura

57. Crescimento celular dos isolados do género Pseudomonas frente as diferentes

concentragdes do ion mercurio (HgCl,). A. Isolados BD51, BD54, BD67, BD75, BD87,

BD91, BD95 e BD103. B. Isolados BD44, BD46, BD48, BD68, BD99 e BD104.

Malik e Jaiswal (2000) relataram a resisténcia a metais pesados pelo género
Pseudomonas. Neste trabalho, os autores isolaram Pseudomonas de solo tratado com
aguas residuais de indastria na india, as guais foram resistentes ao zinco, ao cobre, ao
cromo e ao mercurio. Os maiores MICs obtidos dentre as bactérias isoladas foram de 11,73
mM para o zinco, 18,7 mM para o cobre, 6 mM para o cromo e 0,73 mM ao mercurio (Malik
e Jaiswal, 2000). Outros autores também evidenciaram resisténcia a outros metais, tais
como niquel e cobalto, além dos j& mencionados (Hassan et al., 2008; Alisi et al., 2009; Ali
et al., 2009; Zeng et al., 2010).

Hassan et al. (2008) recuperaram um isolado de &aguas residuais no Egito,

identificado como Pseudomonas aeruginosa, cuja tolerancia a varios metais pesados foi
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testada. Os MICs obtidos foram de 9,2 mM para o zinco, 6,8 mM para o niquel, 6,3 mM para
o cobre, 5,9 mM para cobalto e 6,0 mM para o cromo. Estes valores sdo considerados altos
guando comparados com os resultados obtidos por Ali et al. (2009), cuja resisténcia da
linhagem de P. aeruginosa isolada de efluentes de industria téxtil apresentou um MIC baixo
para o zinco (0,45 mM), niquel (0,51 mM), cobre (0,52 mM) e cromo (0,34 mM).

Outras trés espécies de Pseudomonas; P. jessenii, P. resinovorans e P. fluorescens,
isoladas de uma area metallrgica em Napoles, Itdlia, e utilizadas em um estudo de
biorremediacdo, apresentaram resisténcia ao zinco, niquel, cobre, cobalto e cromo (Alisi et
al., 2009). As trés linhagens apresentaram MICs variando entre 2,0 e 5,0 mM para zinco, 0,5
a 2,0 mM para o niquel, 1,0 a 4,0 mM para o cobre, 0,5 a 2 mM para o cobalto e, finalmente,
0,5 para o cromo.

Ainda, Zeng et al. (2010) isolaram uma linhagem de solo poluido com metais
pesados na China, identificada como P. aeruginosa, que apresentou um MIC de 1,2 mM
para o zinco, 1,29 mM para o cobre e 0,75 mM para o cobalto (Zeng et al., 2010).

Assim como na literatura, os isolados das torres de transmissdo também
apresentaram uma grande variacdo quanto a resisténcia ao metal zinco. Quatro isolados
(BD44, BD46, BD48 e BD68) conseguiram crescer na concentragdo de 10 mM, no entanto,
como essa foi a maior concentracdo testada, € impossivel afirmar que foram menos
resistentes do que as linhagens isoladas na india ou na Turquia. Além disso, nos exemplos
citados acima foi utilizado meio sélido nos testes, o que dificulta ainda mais a comparacao
com os resultados obtidos nesse trabalho.

Ainda, nossos resultados revelam que algumas linhagens isoladas de torres de
transmissdo foram mais resistentes ao niquel e cobalto quando comparadas com a
literatura, exceto quando comparada a linhagens de Pseudomonas aeruginosa, isoladas de
amostras de solo, agua e sedimento de parques industriais na Nigeria, cujo MIC para niquel
foi de 15 mM e para cobalto de 10 mM (Oyetibo et al., 2009).

Em relacdo ao cromo, os isolados das torres também foram muito resistentes, assim
como algumas linhagens descritas na literatura. Uma linhagem de Pseudomonas
aeruginosa, isolada de amostras de solo, 4gua e sedimento de parques industriais na
Nigéria, apresentou um MIC alto para cromo, de 12 mM (Oyetibo et al., 2009), assim como
uma bactéria isolada do Mar Mediterraneo, na costa da Turquia e identificada como
Pseudomonas sp., que também apresentou um MIC de 12 mM para o cromo (Matyar et al.,
2010). Como a maior concentracdo utilizada neste experimento foi 10 mM, € impossivel
dizer se os isolados das torres foram menos resistentes do que os relatados na literatura.

Os resultados encontrados com os isolados das torres confirmam uma caracteristica
que parece ser relativamente comum no género Pseudomonas: a resisténcia ao arsénio.

Uma linhagem de Pseudomonas isolada de solo conseguiu crescer na concentracdo de 275
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mM de arsenato e 10 mM de arsenito (Jackson et al., 2005). Dentre muitas bactérias
isoladas do solo de uma regido altamente contaminada com arsénio na China, foi
identificada uma bactéria do género Pseudomonas capaz de resistir a concentracdes
maiores do que 20 mM de arsenito (Cai et al., 2009). Em outro trabalho, uma linhagem de
Pseudomonas putida, isolada do oceano Indico, conseguiu crescer normalmente na
presenca de 10 mM de arsenito (Chen e Shao, 2009).

Trabalhos envolvendo o género Pseudomonas e resisténcia ao mercurio séo comuns
na literatura. Em um estudo sobre a comunidade bacteriana de crustaceos (Porcellio scaber)
de ambiente poluido com mercurio, foi em encontrada, em sua maioria, bactérias que
pertenciam a Pseudomonas, Listeria e Bacteroidetes (Lapanje et al., 2010). Pseudomonas
resistentes ao mercurio também foram encontradas em diferentes lugares da costa indiana
(De et al., 2008). Vetriani et al. (2005) estudaram a relagéo entre a resisténcia ao mercurio
pelas bactérias e sua proximidade com os fluidos hidrotermais do oceano no leste do
Pacifico. Entre essas bactérias, foi isolada uma Pseudomonas, que, no entanto, sé resistiu a
0,075 mM de mercurio. J& uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa, isolada de amostras
de solo, 4gua e sedimento de parques industriais na Nigéria, apresentou um MIC alto para
mercurio, de 1 mM (Oyetibo et al., 2009).

Pelos resultados obtidos neste trabalho e pelos dados da literatura pode-se perceber
que a resisténcia ao metal mercurio nao € muito comum mesmo em bactérias resistentes a
outros metais.

O género Pseudomonas foi mais resistente ao cromo e arsenato, embora tenha sido
bem resistente também ao arsenito. O metal mais toxico para esse género foi o mercurio.
Os isolados mais resistentes foram BD44, BD46 e BD48, e o isolado menos resistente foi o
BD51 (Pseudomonas fulva).

5.3.7 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Acinetobacter

Foram avaliados em duplicatas os 49 isolados do género Acinetobacter (BD04, BD14,
BD15, BD16, BD25, BD28, BD29, BD31, BD33, BD34, BD38, BD42, BD43, BD45, BD49,
BD52, BD53, BD55, BD56, BD57, BD59, BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD73,
BD76, BD77, BD78, BD79, BD80, BD81, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92, BD93, BD94,
BD97, BD98, BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114), identificados na sua maioria
apenas em nivel de género. Os isolados BD25, BD29, BD49, BD56, BD57, BD113 e BD114
foram identificados como Acinetobacter calcoaceticus, os isolados BD31, BD33, BD34,
BD38 e BD66 como Acinetobacter bereziniae e o BD98 como Acinetobacter junii. Nove
isolados (BD31, BD42, BD55, BD56, BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94) foram escolhidos

para a repeticdo dos testes em triplicatas.
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e Zinco

O género Acinetobacter apresentou uma grande variacdo quanto a resisténcia ao
zinco. Com excec¢do dos isolados BD04 (MIC = 2 mM), BD25 e BD77 (MIC = 3 mM), os
isolados cresceram em concentracdes iguais ou maiores do que 4 mM de zinco. Os isolados
BD42, BD53, BD71, BD76, BD78 e BD83 toleraram a concentracdo de 10 mM, porém o

crescimento foi baixo (< 6%) (Figura 58).
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Figura 58. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentracgdes do ion zinco (ZnCl, ). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16, BD25, BD28,
BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53 e BD59. C.
Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados BD79,
BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98, BD100,
BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56, BD57,
BD73, BD77, BD81 e BD94.

¢ Niquel
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A maioria dos isolados do género Acinetobacter apresentou MIC entre 3 e 6 mM. Os

isolados mais resistentes foram o BD04 e BD94 que toleraram 10 e 9 mM de niquel,

respectivamente, embora com baixo crescimento (<6%) (Figura 59).

120

100

&0

60

40

Crescimento bacteriano (%)

20

o

\\

0o 05 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10

Concentragdo do metal (mM)

= BD04
—BD14
~——BD15
——BD16
——BD25
——BD28
e BD29

=—=BD33

Crescimento bacteriano (%)

120

100

&0

60

40

20

Q

Concentracdo do metal (mM)

—B034
i B03E
= B043
=—BD45
— B04G
e BD52
e BO53

=== BD59

120

100

8O

40

Crescimento bacteriano (%)

20

60

- —

05 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Concentracdo do metal (mM)

= BD64
=—BDE6
——BDES
=——BD70
—BD71
e BD7 2
= BD76

———BD78

Crescimento bacteriano (%)

120

100

B0 +

60

40

20

\
\
WAL

o o05 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Concentracdo do metal (mM)

= B079
= BDE0
= B083
= BDE4
e BDEE
e BOBY
= BDO2

e BDO3

120

100

80

60

40

Crescimento bacteriano (%)

20

Q

Y
A\
\

005 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Concentragdo do metal (mM)

—BD%7

=——BD98

=——=BD100
— 0101
e BD102
—BD112
==BD113

——=BD114

Crescimento bacteriano (%)

120

100 +

&0

60

40

20

0 -

%

=
o o055 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Concentracdo do metal (mM)

= BD31
— 042
= BD55
= BD56
= BD57
e BD73
e BOT T
e BOE1

BD94

Figura 59. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentracgdes do ion niquel (NiCl,.6H,0). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16, BD25,
BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53 e
BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

e Cobre

O género Acinetobacter se mostrou resistente ao cobre, conseguindo crescer em

concentracdes iguais ou maiores do que 6 mM, sendo a maioria resistente a 10 mM (Figura

60). A Unica excecdo foi o isolado BD92 que n&o conseguiu crescer nem na menor

concentracao testada (0,5 mM).
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Figura 60. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentracgdes do ion cobre (CuCl,.2H,0). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16, BD25,
BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53 e
BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

e Cobalto

O género Acinetobacter apresentou uma grande variacdo quanto a resisténcia ao

metal cobalto, variando de 0,5 mM até 10 mM. Catorze isolados conseguiram crescer na

presenca de 10 mM de cobalto, porém o crescimento foi baixo (< 8%). Os isolados mais

sensiveis foram o BD04 e o BD33 que toleraram apenas 0,5 e 1 mM, respectivamente
(Figura 61).
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Figura 61. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentragdes do ion cobalto (CoCl,.6H,0O ). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16,
BD25, BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53
e BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

e Cromo

Dos quarenta e nove isolados do género Acinetobacter, vinte resistiram a 10 mM de

cromato. Dentre esses, os isolados BD56, BD89 e BD94 se destacaram, pois apresentaram

crescimento maior do que 60% nessa concentracdo. Os isolados mais sensiveis foram os
BD15, BD43, BD52, BD59 e BD66, que so toleraram 0,5 mM de cromato (Figura 62).
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Figura 62. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentragdes do ion cromo (K,Cr,0O5). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16, BD25,
BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53 e
BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

e Arsénio

O género Acinetobacter foi muito resistente ao arsénio, tanto na forma de arsenato,

guanto na forma de arsenito. Todos os isolados cresceram na maior concentracdo testada

(10 mM) de arsenato e com excecdo do BD93, todos apresentaram crescimento maior do

gue 70% nessa concentracdo (Figura 63). A maioria dos isolados também apresentou

crescimento alto na presenca de 10 mM de arsenito (Figura 64). O isolado mais sensivel foi

0 BD83 que so6 resistiu a 5 mM de arsenito.
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63. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentracdes de arsenato de sédio (Na,HAsO,.7H,0). A. Isolados BD04, BD14, BD15,
BD16, BD25, BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52,
BD53 e BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D.
Isolados BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97,
BD98, BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55,

BD56, BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.
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Figura 64. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentragdes de arsenito de sédio (Na,AsO,). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16,
BD25, BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53
e BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

e Mercurio

O género Acinetobacter foi sensivel ao metal mercurio. Apenas quatro isolados (BD43,

BD53, BD64 e BD80) cresceram em concentracdes maiores do que 0,1 mM, sendo o BD53

e 0 BD80 os mais resistentes, com MICs de 0,7 mM (Figura 65).
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Figura 65. Crescimento celular dos isolados do género Acinetobacter frente as diferentes
concentragdes do ion mercurio (HgCl,). A. Isolados BD04, BD14, BD15, BD16, BD25,
BD28, BD29 e BD33. B. Isolados BD34, BD38, BD43, BD45, BD49, BD52, BD53 e
BD59. C. Isolados BD64, BD66, BD69, BD70, BD71, BD72, BD76 e BD78. D. Isolados
BD79, BD80, BD83, BD84, BD86, BD89, BD92 e BD93. E. Isolados BD97, BD98,
BD100, BD101, BD102, BD112, BD113 e BD114. F. Isolados BD31, BD42, BD55, BD56,
BD57, BD73, BD77, BD81 e BD94.

Os isolados do género Acinetobacter de torres de transmissdo de energia elétrica
foram mais resistentes ao arsénio e ao cobre e mais sensiveis ao mercurio.

Bhadara et al. (2006) isolaram uma bactéria do rio Torsa, na india, identificada como
Acinetobacter junii, que apresentou resisténcia de 5,5 mM ao zinco, 6 mM ao niquel e 2,5
mM ao cobalto (Bhadra et al., 2006). Mais recentemente, Ali et al. (2009) também isolaram
uma linhagem de Acinetobacter sp. a partir de efluentes de industria téxtil no Paquistdo cujo
MIC foi de 7,8 mM para zinco e apenas de 0,51 mM para niquel (Ali et al., 2009). Alguns
isolados das torres foram tdo ou mais resistentes do que as duas linhagens descritas acima,
guando avaliadas para resisténcia ao zinco. A maioria dos isolados das torres toleraram

entre 3 e 6 mM de niquel, ndo diferindo muito das linhagens descritas na literatura. Por outro
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lado, os isolados das torres variaram bastante quanto a resisténcia apresentada ao cobalto,
com MICs de 0,5 a 10 mM. Destaque deve ser dado ao isolado BD98 (Acinetobacter junii)
cuja resisténcia ao zinco foi de 7 mM, juntamente com a resisténcia ao niquel e cobalto de 6
mM e 10 mM, respectivamente, sendo mais resistente do que as linhagens dessa espécie
descritas na literatura.

Em um trabalho sobre diversidade de bactérias endofiticas de plantas tolerantes ao
cobre foram encontrados 12 géneros de bactérias resistentes ao cobre incluindo o género
Acinetobacter (Sun et al., 2010). A espécie Acinetobacter johnsonii, isolada de moedas
circulantes na Alemanha e Portugal, teve sua resisténcia testada contra 0 metal cobre e
apresentou um MIC de 3 mM (Santo et al., 2010). Assim como bactérias desse género ja
foram descritas como sendo resistentes ao cobre, os isolados das torres de energia elétrica
também apresentaram resisténcia a esse metal, inclusive foram mais resistentes do que as
bactérias encontradas na literatura.

Uma bactéria isolada de efluentes de corantes téxteis contendo cromo foi identificada
como Acinetobacter hemolyticus, e apesar de isolada de um ambiente contaminado com
cromo, tolerou apenas 0,3 mM desse metal (Pei et al.,, 2009). JA& uma linhagem de
Acinetobacter junii, isolada de amostras de solo, agua e sedimento de parques industriais na
Nigéria, apresentou um MIC para o cromo de 9 mM (Oyetibo et al., 2009). Assim como na
literatura, a resisténcia ao cromo pelo género Acinetobacter foi variada nos experimentos
com os isolados das torres, com MICs de 0,5 a 10 mM. O isolado BD98, identificado como
A. junii, foi menos resistente do que a linhagem da Nigéria, apresentando um MIC de 4 mM.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os isolados pertencentes ao
género Acinetobacter foram extremamente resistente ao arsénio. Dados da literatura
também confirmam essa resisténcia. Dentre muitas bactérias isoladas do solo de uma
regido altamente contaminada com arsénio na China, foram identificados quatro isolados do
género Acinetobacter capazes de resistir a concentragbes maiores do que 20 mM de
arsenito (Cai et al., 2009).

Uma linhagem de Acinetobacter junii, isolada de amostras de solo, 4gua e sedimento
de parques industriais na Nigéria, apresentou um MIC relativamente alto para mercurio, de 1
mM (Oyetibo et al., 2009), diferentemente do isolado BD98, da mesma espécie, que néo
conseguiu crescer nem na menor concentragdo testada, sendo, portanto muito sensivel ao
mercurio. Assim como o isolado BD98, o restante dos isolados do género Acinetobacter

também foram muito sensiveis ao mercurio, ndo tolerando concentragdes acima de 0,7 mM.

5.3.8 Avaliacdo da resisténcia a metais pesados: género Chryseobacterium
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Um Unico isolado, o isolado BD111, identificado como Chryseobacterium defluvium,
foi avalido frente as diferentes concentracdes dos metais pesados. O isolado BD111 foi o
Unico que ndo cresceu no meio minimo TRIS, e, portanto, 0s testes de resisténcia a metais

foram realizados no meio Luria broth em triplicata.

e Zinco
O isolado BD111 tolerou a concentra¢do de 10 mM de zinco, com crescimento celular
de 10, 83% (Figura 66).
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Figura 66. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do ion zinco (ZnCly).

¢ Niquel
O idolado BD111 nao foi resistente ao metal niquel nao conseguindo crescer em
concentracdes maiores do que 1 mM (Figura 67).
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Figura 67. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do ion niquel (NiCl,.6H,0).

e Cobre
O isolado BD111 também nao foi muito resistente ao metal cobre, apresentando MIC
de apenas 2 mM (Figura 68).
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Figura 68. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracgdes do ion cobre (CuCl,.2H,0).

e Cobalto
O isolado BD111 ndo conseguiu resistir nem na menor concentracdo (0,5 mM) de
cobalto, sendo, portanto, considerado sensivel a esse metal (Figura 69).
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Figura 69. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do ion cobalto (CoCl,.6H,0).

e Cromo
O isolado BD111 foi extremamente sensivel ao metal cromo ndo resistindo nem a

menor concentragdo testada (0,5 mM) (Figura 70).
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Figura 70. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as
diferentes concentracdes do ion cromo (K,Cr,05).

e Arsénio
O isolado BD111 foi resistente ao semimetal arsénio, tanto na forma de arsenato,
gquanto na forma de arsenito, com MIC de 10 mM para ambas as formas e crescimento

celular maior do que 80% nessa concentracao (Figuras 71 e 72).
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Figura 71. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do arsenato de sddio (Na,HAsO,4.7H,0).
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Figura 72. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do arsenito de sodio (Na,AsOy).



99

e Mercurio
O isolado BD111 foi extremamente sensivel ao metal mercurio ndo conseguindo

crescer nem na menor concentragéo testada (0,1 mM) (Figura 73).
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Figura 73. Crescimento celular do isolado BD111, do género Chryseobacterium, frente as diferentes
concentracdes do ion mercario (HgCly).

O género Chryseobacterium, representado pelo isolado BD111 (Chryseobacterium
defluvium), apresentou maior resisténcia ao arsénio, tanto na forma de arsenato, quanto
arsenito, seguido pelo metal zinco. Em contrapartida, foi mais sensivel ao mercurio, cobalto
e cromo.

Estudos relacionando o género Chryseobacterium e a resisténcia a metais pesados
ndo sdo muito comuns, porém a presenca desse género em ambientes com alto teor de
metais ndo € rara. Duas novas espécies de Chryseobacterium (C.palustre e C.humi) foram
isoladas de sedimentos de uma area industrial de Portugal poluida com metais pesados
(Pires et al., 2010), enquanto outra Chryseobacterium também foi isolada a partir de solo
contaminado com metais pesados na Eslovaquia (Karelova et al., 2011).

Em um estudo com bactérias isoladas de solo naturalmente constituido por altas
concentracBes de metais na Italia, foram isoladas bactérias resistentes ao niquel e entre
elas, foi encontrado um representante do género Chryseobacterium, além de espécies de
Pseudomonas e Streptomyces (Mengoni et al., 2001). A Chryseobacterium isolada da torre
de transmisséo de energia elétrica (BD111) resistiu a apenas 1 mM, porém a comparagao
com a Chryseobacterium isolada na Itdlia se torna impossivel uma vez que ndo ha
informacg&o da concentragdo de niquel que essa bactéria resistiu. No entanto, comparada
aos outros géneros avaliados neste trabalho, a Chryseobacterium defluvium (BD111) n&o
pode ser considerada resistente a esse metal.

A resisténcia ao cobre pelo género Chryseobacterium também ja foi relatada. Uma
linhagem de Chryseobacterium sp., encontrada em um estudo sobre a diversidade
bacteriana de um encanamento de cobre afetado pela corroséo, resistiu a concentracdo de

1 mM de cobre (Pavissich et al., 2010), assim como a linhagem S2 de Chryseobacterium
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sp., isolada de efluente de curtume no Egito, que apresentou um MIC para o cobre de 1,5
mM (Zaki e Farag, 2010). A Chryseobacterium defluvium (BD111) também apresentou MIC
baixo para o cobre (2 mM), corroborando com a pouca resisténcia encontrada na literatura a
esse metal pelos representantes do género Chryseobacterium.

Diferentemente do cobre, o género Chryseobacterium apresenta tolerancia a maiores
concentracdes de arsénio, principalmente na forma de arsenato. Uma Chryseobacterium,
isolada de solo, foi extremamente resistente ao arsenato, resistindo a concentragéo de 100
mM, porém apresentou MIC de apenas 2 mM para o arsenito (Jackson et al., 2005). O
isolado BD111 também foi resistente ao arsénio, tolerando a maior concentracdo testada,
tanto de arsenato quanto de arsenito, porém como essa concentracao foi de 10 mM, novos
testes deverdo ser realizados para descobrir o MIC verdadeiro desse isolado.

Sabe-se que n&o existem concentragbes aceitaveis para determinar se um
organismo é sensivel ou tolerante a certo tipo de metal. Os estudos envolvendo os géneros
isolados nesse trabalho e a resisténcia apresentada por eles a determinados metais
mostram a dificuldade de se estabelecer o grau de resisténcia das linhagens isoladas das
torres de transmissdo de energia elétrica, uma vez que tanto valores mais altos quanto
valores mais baixos do que os obtidos neste trabalho séo considerados, de alguma forma,
resistentes.

No geral, todos os géneros isolados das torres de transmissdo de energia elétrica
foram resistentes a mais de um metal. O metal que menos afetou o crescimento dos
isolados das torres foi o cromo, um metal altamente toxico. A maioria dos isolados cresceu
na presenca de 10 mM. Apenas alguns isolados dos géneros Pseudomonas e Acinetobacter
apresentaram MICs baixos para esse metal, além do género Chryseobacterium que néo
resistiu @ menor concentracgao testada (0,5 mM).

O arsénio, na forma de arsenato também foi muito tolerado pelos isolados. Com
excecdo do género Bacillus e de alguns isolados do género Lysinibacillus, todos
conseguiram crescer na concentracdo de 10 mM. J& o arsénio, na forma de arsenito foi bem
menos tolerado pelos isolados, 0 que ja era esperado, uma vez que 0 arsenito € mais téxico
do que o arsenato. Mesmo o0 arsenito sendo mais téxico que o arsenato, varios isolados
conseguiram crescer na presenca de 10 mM. O (nico género que ndo apresentou
resisténcia nessa concentracao foi o Bacillus.

Alguns isolados pertencentes aos géneros Acinetobacter e Stenotrophomonas
também foram muito resistentes ao cobre, apresentando crescimento alto mesmo nas
concentracdes de 10 e 9 mM. Os metais zinco, niquel e cobalto apresentaram grandes
variacbes quanto a resisténcia pelos isolados das torres, mesmo dentro de um mesmo
género. O género Exiguobacterium foi muito sensivel ao zinco, ndo conseguindo crescer em

concentragdes maiores do 0,5 mM. Os géneros Bacillus e Lysinibacillus apresentaram MICs
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de 0,5 a 9 mM (apenas um isolado nessa concentracdo), mas no geral foram menos
resistentes do que os outros géneros.

Para o metal cobalto, com exce¢do do género Chryseobacterium, nenhum outro
género foi extremamente resistente ou totalmente sensivel, apresentando dentro de cada
género, niveis diferentes de resisténcia. Varios isolados conseguiram crescer na presenca
de 10 mM, porém nenhum com crescimento celular acima de 8% nessa concentracdo. A
resisténcia ao niquel também variou muito entre os isolados, tendo destaque o0 género
Serratia, que no geral foi 0 mais resistente a esse metal, com MICs iguais ou maiores do
que 7 mM para todos os isolados. O mercurio foi disparado o metal mais téxico para os
isolados das torres, que em sua maioria ndo conseguiram crescer em concentracdes
maiores do que 0,1 mM.

Ao longo da evolugdo, os micro-organismos desenvolveram varios mecanismos de
resisténcia aos metais pesados e alguns deles ja foram descritos nos géneros encontrados
neste trabalho. As bactérias encontraram varias formas de transformar o arsénio, incluindo
oxidagdo do arsenito, redugdo do arsenato (citoplasma e respiracdo) e metilacdo do
arsenito. Dentre esses mecanismos, a oxidacdo do arsenito ja foi descrita no género
Pseudomonas. Uma bactéria isolada do solo de uma regido altamente contaminada com
arsénio na China, capaz de tolerar 20 mM de arsenito, possui a capacidade de oxidar
arsenito em arsenato. Constatou-se que essa Pseudomonas possuia tanto o gene
codificante para a enzima arsenito oxidase, quanto os genes que codificam para proteinas
de transporte de arsenito (Cai et al., 2009). A presenca dos genes arrA e arrB, que codificam
as duas subunidades de uma enzima arsenato redutase, ja foi descrita no Bacillus
selenetireducens MSL10 (Afkar et al., 2003).

As bactérias também desenvolveram diferentes estratégias de resisténcia ao cromo,
incluindo efluxo e reducdo de cromato. O efluxo de cromato é mediado pela proteina
transportadora de cromato, ChrA, pertencente a familia de proteinas CHR (chromate
resistance). O gene chra que codifica essa proteina ja foi encontrado no Bacillus cereus SJ1
(He et al., 2010) e no plasmideo pUM505 de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes et al.,
1990). Muitas bactérias podem reduzir Cr (VI) para a forma menos toxica Cr (lll), como
mecanismo de defesa contra os efeitos toxicos desse anion. A bactéria Exiguobacterium sp.
ZM-2, isolada no norte da india a partir de amostras de solo irrigado com efluentes de
curtume, reduziu completamente 500 pM Cr(VI) em 56 horas (Alam e Malik, 2008). Outra
Exiguobacterium sp., isolada de solo contaminado com cromo, também foi capaz de reduzir
cromato (Sarangi e Krishnan, 2008). Varias espécies de Bacillus também possuem essa
capacidade. Um Bacillus megaterium, isolado de uma area de minério na China, reduziu
quase 100% de Cr(VIl) em 24 horas (Cheng e Li, 2009), enquanto o Bacillus sp. ES29,

isolado de solo contaminado com dicromato no Brasil, conseguiu reduzir aerobicamente
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90% de Cr(Vl) em apenas 6 horas (Camargo et al., 2003). Um Lysinibacillus fusiformis,
isolado de solo poluido com cromo na india, reduziu 95% de Cr(VI) em 30 horas (Desai et
al., 2008). No género Pseudomonas também é frequente a ocorréncia de isolados que
reduzem cromato. Uma linhagem de P. aeruginosa isolada de efluente de curtume na india
reduziu 10 mg/l de cromato (Ganguli e Tripathi, 2002). A resisténcia a mercurio por bactérias
esta principalmnete relacionada a reducéo do Hg** para Hg° pelo gene merA presente no
operon mer. As bactérias Pseudomonas sp., P. putida e Bacillus sp., j& tiveram sua
capacidade de reduzir mercurio relatada (Castein et al., 2002; Vetriani et al., 2005).

Alguns mecanismos encontrados nas bactérias conferem resisténcia a mais de um
metal a0 mesmo tempo e estdo geralmente associados a sistemas de transporte. A
tolerdncia ao cobre por Pseudomonas syringae esta associada com o acumulo de cobre no
periplasma e na membrana externa da célula, por proteinas codificadas pelo operon
copABCD (Cha e Cooksey, 1993). Um estudo com uma Pseudomonas aeruginosa mostrou
gque essa bactéria, quando exposta ao niquel, acumula esse metal na periferia da célula,
sugerindo uma estratégia de desintoxicagdo e resisténcia (Sar et al.,, 2001). Em outra
Pseudomonas (UDG26), o acumulo de zinco também esta envolvido com o aumento da
resisténcia. Com o acumulo do metal, um mecanismo de desintoxicacdo interno é
desencadeado, resultando na expulsdo do excesso de zinco pela célula (Mago e Srivastava,
1994). Alguns desses mecanismos podem estar envolvidos com a resisténcia a metais nos
isolados das torres, porém, estudos complementares sdo necessarios para esclarecer o
mecanismos de resisténcia.

Além de conferir resisténcia aos micro-organismos, alguns mecanismos utilizados
por eles vém sendo cada vez mais estudados no intuito de serem utilizados na
biorremediacdo de ambientes contaminados com metais pesados. A bioacumulacdo e a
biotransformagédo de metais sdo os mecanismos mais utilizados. O principal foco nos
estudos de biotransformacdo € a conversdo de ions metalicos para formas menos toxicas
através de reagfes de reducdo, podendo ou néo resultar em precipitacdo (De et al., 2008).
J& a bioacumalacdo é o processo dependente de energia pelo qual os micro-organismos
acumulam metal. Os micro-organismos também podem acumular metais através de um
processo que ndo dependa de energia, a biossor¢éo.

A biossorcdo compreende a ligagdo de metais a biomassa por um processo que
depende da afinidade do metal com os sitios de ligagdo da parede celular, ndo dependendo
de energia metabdlica ou transporte (Cossich, 2000). Estudos feitos com Bacillus
thuringiensis  (Oztiirk, 2007), Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa
(Rodriguez et al., 2006) mostraram que estas bactérias sdo excelentes adsorbentes para os

ions de niquel.
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A biorremediacdo € interessante se comparada com métodos fisico-quimicos de
remocdo de metais, pois pode apresentar baixo custo e alta eficiéncia quando as
concentracdes de metais sdo baixas (De et al., 2008). Portanto, estudos com esses micro-
organismos sdo de suma importancia para a recuperacao de ambientes contaminados com
metais pesados uma vez que eles apresentam um grande potencial como agentes na
biorremediacdo (Castro-Silva, 2003).
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6 CONCLUSOES

O isolamento de bactérias associadas a elementos metalicos de torres de
transmissdo de energia elétrica resultou em 101 bactérias distribuidas em oito géneros:
Lysinibacillus, Serratia, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Exiguobacterium,
Chryseobacterium, Bacillus e Acinetobacter, sendo que o0s géneros Acinetobacter e
Pseudomonas foram encontrados nas 4 amostras coletadas.

A amostra A (parafuso corroido), derivada da torre n® 119, NE, revestida com pintura
utilizada na protecao de estruturas metalicas contra o0 ataque de agentes biodeteriogénicos
microbianos, apresentou maior diversidade genética (28 ribotipos) com representantes de
sete diferentes géneros, mostrando que a pintura de prote¢cdo dessa torre ndo restringe o
crescimento dos micro-organismos e, portanto, ndo € um método efetivo para evitar a
colonizacdo de agentes microbianos.

Os 101 isolados das torres de transmissdo de energia elétrica foram avaliados
quanto a resisténcia a diferentes metais pesados e no geral todos os géneros foram
resistentes a mais de um metal. Para a maioria dos isolados e dos metais, 0 crescimento
bacteriano diminuiu conforme o aumento da concentragdo do metal. O metal que menos
afetou o crescimento dos isolados das torres foi 0 cromo e o que mais afetou foi o mercurio.
Os isolados do género Acinetobacter BD69, BD76, BD78 e BD79 se destacam por sua
resisténcia ao cobre, enquanto os isolados BD11, BD50, BD65 e BD115 do género Serratia
e os isolados BD10, BD20, BD21 e BD22 do género Lysinibacillus se destacaram pela
resisténcia ao arsenito. Os géneros Pseudomonas e Acinetobacter também se destacaram
pela resisténcia ao arsénio, na sua forma mais téxica testada. Ambos apresentaram isolados
Mmuito resistentes ao arsenito, 0s quais praticamente ndo tiveram seu crescimento alterado
na concentracdo de 10 mM. No género Stenotrophomonas se destacaram os isolados BD82
e BD129 que foram bem mais resistentes do que os isolados BD61 e BD96 desse mesmo
género em varios metais. Os géneros Exiguobacterium e Chryseobacterium nao
apresentaram uma alta resisténcia aos metais testados, com excecdo do cromo para

Exiguobacterium e arsénio para ambos.
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ANEXO A - Bactérias associadas a elementos metalicos de torres de transmissao de

energia elétrica isoladas neste estudo.

Isolados?® Namero de Isolados similares® Morfologia da célula e Identificacéo®
acesso CBMAI Coloragao de Gram®
BDO1 CBMAI 1156 BD18. BD26. BD30 Bastonete Gram-positivo Bacillus Ssp.
BD35
BDO02 CBMAI 1157 Bastonete Gram-positivo Lysinibacillus sp.
BDO7 CBMAI 1158 BD03. BD06. BDOS Bastonete Gram-positivo Bacillus Ssp.
BDO09, BD12, BD13
BD10 CBMAI 1159 BD20. BD21. BD22 Bastonete Gram- pOSitiVO LySInIbaCI”US Sp.
BD23, BD37, BD41
BD11 CBMAI 1160 Bastonete Gram-negativo Serratia sp.
BD17 CBMAI 1161 Bastonete Gram-positivo Lysinibacillus sp.
BD25 CBMAI 1162 BD29, BD49, BD56, Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter calcoaceticus
BD113, BD114
BD38 CBMAI 1163 BD31, BD33, BD34 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter bereziniae
BD44 CBMAI 1164 BD46, BD48 Bastonete Gram-negativo Pseudomonas sp.
BDA47 CBMAI 1165 BD39. BD58 Bastonete Gram-positivo Exiguobacterium profundum
BD50 CBMAI 1166 Bastonete Gram-negativo Serratia sp.
BD51 CBMAI 1167 Bastonete Gram-negativo  Pseudomonas fulva
BD57 CBMAI 1168 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter calcoaceticus
BD61 CBMAI 1169 Bastonete Gram-negativo Stenotrophomonas maltophilia
BD63 CBMAI 1170 BD60 Bastonete Gram-positivo Lysinibacillus fusiformis
BD66 CBMAI 1171 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter bereziniae
BD67 CBMAI 1172 Bastonete Gram-negativo Pseudomonas Sp.
BD6S CBMAI 1173 Bastonete Gram-negativo Pseudomonas sp.
BD75 CBMAI 1174 Bastonete Gram-negativo ~ Pseudomonas sp.
BD77 CBMAI 1175 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter sp.
BDS6 CBMAI 1176 BDS3. BD93 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter sp.
BDS7 CBMAI 1177 BD99 Bastonete Gram-negativo Pseudomonas sp.
BD91 CBMAI 1178 BD95 Bastonete Gram—negativo Pseudomonas Sp.
BD96 CBMAI 1179 BDS2. BD129 Bastonete Gram-negativo Stenotrophomonas maltophilia
BD98 CBMAI 1184 Cocobacilo Gram-negativo  Acinetobacter junii
BD101 CBMAI 1180 BD04. BD14, BD15 Cocobacilo Gram—negativo Acinetobacter Sp.
BD16, BD28, BD42,
BD43, BD45, BD52,
BD53, BD55, BD59,
BD64, BD69, BD70,
BD71, BD72, BD73,
BD76, BD78, BD79,
BD80, BD81, BD84,
BD89, BD92, BD94,
BD97, BD100, BD102,
BD112
BD103 CBMAI 1181 BD54. BD104 Bastonete Gram-negativo Pseudomonas sp.
BD111 CBMAI 1182 Bastonete Gram-negativo Chryseobacterium defluvium
BD128 CBMAI 1183 BD65. BD74. BD85 Bastonete Gram—negativo Serratia Sp.

BD115

®Numero do isolado

®Nimero de acesso na colegéo de cultura - CBMAI
‘Isolados com 97% de similaridade obtidos a partir da analise de matriz de distancia usando o algoritmo Kimura.
dColora(;élo de Gram e morfologia da célula observada em microscépio 6ptico.
°ldentificagdo das bactérias por analise de sequéncia do gene RNA ribossomal 16S.
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ANEXO B - Bactérias resistentes a metais pesados, isoladas a partir de elementos

metalicos de torres de transmissdo de energia elétrica.
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(MIC) dos isolados frente aos diferentes metais.

Oria

“Numero de acesso na colegéo de cultura - CBMAI
80 minima inibit

PConcentrag

‘Concentracéo dos isolados frente aos diferentes metais aonde o crecimento celular foi maior ou igual a 50%.
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ANEXO C - Valores de média e desvio padréo calculados para os isolados nos quais

os testes de resisténcia a metais pesados foram feitos em triplicatas.
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