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RESUMO

Os metais tragos liberados por atividades extrativistas, mineralégicas, industriais,
agroindustriais e pelos residuos urbanos acumulam-se no meio ambiente, afetando o
equilibrio dindmico dos ecossistemas onde estao presentes, gerando nao apenas um problema
ambiental, mas também econémico. Com foco no potencial biotecnolégico de
Chromobacterium violaceum, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia dessa cepa a
quatro sais metalicos: sulfato de aluminio, sulfato de cobre, sulfato de manganés e sulfato de
zinco, bem como um possivel efeito de interagao de 2* ordem, utilizando um planejamento
fatorial completo 2%, Para todos os sais estudados, usou-se a concentracio de 100 mg/L ou a
auséncia do sal. Em uma microplaca de cultura com 96 orificios, foram realizados os 16
experimentos, em duplicata. Uma suspensao do microrganismo foi preparada como inéculo e
diluida em Caldo Nutriente para ser adicionada aos orificios. Apés 24 horas de incubagdo a
37°C, foi realizada a leitura da absorbancia a 410nm em leitora de microplacas Versamax. Os
resultados mostraram alta capacidade de adaptacao de C. violaceum aos sais estudados. A
analise dos resultados pelo teste t de Student mostrou que o Manganés foi o unico metal que
nao teve efeito significativo sobre o crescimento de C. violaceum, enquanto o Zinco foi o
mais ativo, sendo observadas interagées positivas envolvendo a presenca do Zinco; a
interagao entre Aluminio e Cobre nao foi relevante.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum; sais metalicos; interagao.

Evaluation of interaction of Zinc, Aluminum, Copper and Manganese
on Chromobacterium violaceum

ABSTRACT

The accumulation of metallic salts in the environment resulted from the explotation,
mineralogy, industrial, and agro-industrial activities and urban residues affect the dynamic
balance of ecosystems, generating environmental and economic problems. The aim of this
study was to evaluate the interaction of Chromobacterium violaceum with four metallic salts:
aluminum sulphate, copper sulphate, manganese sulphate and zinc sulphate at concentration
of 100 mg/L or the absence of them, as well as a possible 2" order interaction effect, using a
complete 2* factorial design. The 16 experimental tests were carried out in microplate culture.
Suspension of microorganism was prepared in Nutrient Broth and added to the orifices. After
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incubation at 37°C during 24 hours, the absorbance was carried out using a 410nm in
Versamax reader. The results showed remarkable bacterial adaptability. Student ¢ test analysis
showed that manganese was the only metal that did not have significant effect on the
population growth of C. violaceum while zinc was the most influent. Positive interactions
involving zinc was observed, interaction between aluminum and copper was not relevant.

Keywords: Chromobacterium violaceum; metallic salts; interaction.

1. INTRODUCAO

O estudo da resisténcia dos microrganismos aos metais € importante, nao somente para a
compreensao da homeostase do metal, mas também para a utilizagcdo desses microrganismos
em biorremediagao.

Os organismos vivos estdo constantemente expostos aos metais pesados na natureza,
freqiientemente presentes na sua forma ionizada; esses ions exercem efeitos toxicos aos
microrganismos, portanto, essa exposi¢ao seleciona e mantém as cepas capazes de tolerar
seus efeitos danosos. Mecanismos de resisténcia eficientes tém sido identificados em
bactérias e fungos.

O estudo das interagdes entre microrganismos e metais pode auxiliar no conhecimento
das relagoes toxicas de metais com organismos superiores como plantas e animais. Alguns
sistemas microbianos de tolerancia ao metal poderiam ser utilizados em processos
biotecnolégicos, tais como a biorremediacao de ambientes poluidos com metais (Cervantes et
al., 2006).

Chromobacterium violaceum € um bacilo Gram negativo, anaerébio facultativo habitante
de ecosistemas tropicais e sub-tropicais principalmente em agua e solo, capaz de sobreviver
em condi¢oes ambientais adversas. Atualmente a seqiiéncia genémica de C. violaceum ATCC
12472 esta disponivel e possui consideravel potencial biotecnolégico, como detoxificagao
ambiental e também para utilizagdo na medicina e agricultura (Carepo et al., 2004 e Duran;
Menck, 2001).

Chromobacterium violaceum € um microrganismo de vida livre, normalmente exposto a
condi¢oes ambientais variadas, possui metabolismo energético versatil (Lima-Bittencourt et
al., 2007). E capaz de utilizar varias fontes de energia por meio de suas enzimas oxidases e
redutases, o que propicia o seu desenvolvimento em ambientes aerébios e anaerébios. Em
condi¢Oes aerdbias € capaz de crescer em meio minimo suplementado com agicares simples
como glucose, frutose, galactose e ribose, utiliza a via Embden-Meyerhoff e acidos
tricarboxilicos e também o ciclo glioxilato. Em condi¢oes anaerébias, C. violaceum
metaboliza glicose com produgao de acido acético e formico e também utiliza aminoacidos e
lipidios como fonte de energia (Creczynski-Pasa; Antonio, 2004).

Muitas proteinas relacionadas a tolerancia contra substancias antimicrobianas, metais
pesados, temperatura e presenca de acidos promovem a sobrevivéncia em condi¢oes adversas
e enzimas capazes de detoxificar espécies reativas de oxigénio também foram detectadas em
C. violaceum. Esses fatores poderiam explicar a alta competitividlade e habilidade em
sobreviver sob diferentes tipos de estresse ambiental (Hungria et al., 2004).

O complexo conjunto de substancias transportadoras em C. violaceum, seguramente € um
importante fator que permite que esse microrganismo seja uma bactéria dominante em uma
variedade de ecossistemas de regides tropical e sub-tropical. Sob o ponto de vista
biotecnolégico, o achado mais importante sao os transportadores de metais pesados, os quais
podem conduzir a exploracao de C. violaceum para biorremediagao (Grangeiro et al., 2004).
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Compondo a matéria inorginica do planeta os metais encontram-se dispersos na
natureza. Dessa forma, eles estao por toda parte e ativamente sendo liberados pelos residuos
urbanos, agroindustriais (Azevedo et al., 2006), industriais (Teitzel; Parset, 2003) e por
atividades de mineracao (Pereira; Souza, 2005; Gremion et al., 2004; Castro-Silva et al.,
2003).

Em alguns ecossistemas, os metais tracos podem ser absorvidos facilmente por fracoes
organicas e inorganicas, entretanto, essa incorporagao depende da concentragao desses metais
bem como as caracteristicas dos componentes do sistema tanto biético como abiético. E
evidente a bioacumulagd@o de metais tragos por peixes e moluscos filtradores, mesmo quando
esses contaminantes se encontram em niveis quase nao detectaveis, tornando esses
organismos improprios para o consumo humano (Machado et al., 2002; Lee et al., 2000).

Virios metais tragos podem ser responsaveis por agravos as doengas neurolégicas, sendo
o aluminio um metal estudado com relagao ao mal de Alzheimer e escleroses, do mesmo
modo existe uma discussdo sobre a influéncia do manganés, ferro e cobre sobre o mal de
Parkinson (Brown et al., 2005). Entretanto, doses pequenas de certos metais parecem ter
algum potencial terapéutico para humanos (Lowry et al., 1979) e animais (Adogwa et al.,
2005) que ainda € discutivel (Mandinov et al., 2003).

Contudo, Shomron et al. (2002) demonstraram que a adi¢ao de zinco inibe o segundo
passo do splicing do cromossomo em leveduras (formagao do RNA mensageiro), podendo
haver correlagao homéloga em humanos.

Tragos de metais se encontram interagindo com biofilmes, sendo de grande interesse no
aumento da aderéncia dessas bactérias ao substrato, podendo assim controlar sua distribui¢ao.
Assim, a avaliagao téxica desses metais pode esclarecer a influéncia sobre a atividade
metabolica na engenharia de bioreatores bem como em aplica¢oes médicas (Hu et al., 2005).

De forma inegavel, os microrganismos tém co-existido com os metais na Historia da
Terra, tal fato é observado quando metais divalentes ou de transi¢cao estao presentes no sitio
ativo de muitas enzimas e, até mesmo sendo chave de rea¢des bioquimicas. Entretanto, de
ponto de vista fisiologico € possivel observar que altas concentragoes de metais (Zn, Cu, Mn,
Fe, Co, Ni e Mo) passam a se tornar toxicas para algumas espécies de microrganismos (Valls;
Lorenzo, 2002).

Castro-Silva et al. (2003) relatam que subprodutos de extragao mineralégica de carvao
acidificam as dguas que, por sua vez, aceleram o processo de solubilizagao de metais tragos,
tornando esses ambientes seletivos para varios microrganismos.

Pereira e Souza (2005) demonstram que em atividades extrativistas minerais € possivel,
dependendo do tipo da rocha da regiao, ter um valor médio de presenca de varios metais na
rede de drenagem principal, onde foi destacada a presenca de 3,80 - 4,35% de Al; 39,0 -
40,25 mg/Kg de Cu; 1134 - 1205 mg/Kg de Mn e 93 - 79,65 mg/Kg de Zn.

Tendo em vista que as tecnologias convencionais de tratamento, tais como: precipitagao,
oxidagdo ou redugdo, filtragao, tratamento eletroquimico, tecnologia de membranas e
recuperagao evaporativas, sao pouco eficientes ou extremamente caras para operacionalizagao
(Franchi; Sigolo, 2004) e que ha capacidade adaptativa entre os bacilos Gram-negativos de
resisténcia a certas concentragdes de metais tracos (Valls; Lorenzo, 2002) torna a
biorremedi¢ao uma técnica de grande potencial para ambientes contaminados com metais
(Nascimento; Chartone-Souza, 2003).

Neste trabalho foi analisada a interagao de C. violaceum recém-isolada de pogo da regiao
rural de Pindamonhangaba, SP com metais tracos o que adiciona um carater de aplicagao
pratica desta pesquisa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Metais, meios ¢ microrganismo utilizados

Foi utilizada a cepa de Chromobacterium violaceum recém-isolada de agua de pogo no
interior do estado de Sao Paulo, Brasil. A cepa foi identificada utilizando o método Api20E
(BioMerieux).

Os sais estudados foram: sulfato de zinco, sulfato de alumnio, sulfato de cobre e sulfato
de manganés (Merck). Para se obter o meio Caldo Nutriente (Difco) adicionado desses
metais, prepararam-se solu¢des concentradas (1600 mg/L) de sais contendo esses ons
metilicos, que foram adicionadas ao meio de cultura segundo um planejamento fatorial
completo em dois niveis de concentragao.

2.2. Planejamento Fatorial Completo 2
Por meio desse modelo foi possivel observar os efeitos principais e suas interagoes

utilizando-se 16 experimentos diferentes entre si, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Combinagao dos 16 tratamentos experimentais (Fatorial 2.

Sulfato de Sulfato de Sulfato de
. . P Sulfate de Cobre R
Experimento Zinco Aluminio (mglL) Manganés
(mg/L) (mg/L) 8 (mg/L)
01 0 0 0 0
02 100 0 0 0
03 0 100 0 0
04 100 100 0 0
05 0 ] 100 0
06 100 0 100 0
07 0 100 100 0
08 100 100 100 0
09 0 ] 0 100
10 100 0 0 100
11 0 100 0 100
12 100 100 0 100
13 0 0 100 100
14 100 0 100 100
15 0 100 100 100
16 100 100 100 100

2.3. Preparo do inécule

A cepa de C. violaceum foi reativada em Caldo Nutriente (Difco) durante 24 horas a
37°C em ambiente aerébio e, em seguida, foi repicada em Agar Sangue (Difco) para a
sincronizac¢ao celular e incubada novamente por 24 horas a 37°C em ambiente aerébio. A
partir desse crescimento microbiano foi preparada uma suspensdo celular em solugdo
fisiolégica com turbidez equivalente ao tubo ndmero 1 da escala de MacFarland,
correspondendo a, aproximadamente, 3 x 10° UFC/mL. Essa suspensao foi diluida até 10° e
as trés iltimas dilui¢oes decimais foram semeadas em superficie com inéculo de 0,1mL com
alca de Drigalski, em duplicata. As placas que continham de 30 a 300 colénias foram
contadas para estimar a proporg¢ao de células presente na suspensao.

A suspensdo celular foi diluida a 10> em Caldo Nutriente e inoculado nos orificios da
placa em volumes de 0,1mL, exceto nos orificios destinados a leitura do branco, nos quais
foram colocadas 0,1mL de Caldo Nutriente.
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2.4. Preparo des experimentos

Foram preparados em tubos de ensaio esterilizados numerados de 1 a 16 de acordo com a
matriz experimental. Em cada tubo foi adicionado 0,25mL de solugdo concentrada de sulfato
metalico (1600 mg/L) e o volume foi completado a ImL com dgua destilada estéril. Em
seguida, foi adicionado 1mL de Caldo Nutriente preparado com concentragao dupla em todos
os tubos, obtendo-se o meio com 16 combinagdes diferentes de metais.

Numa placa de cultura de células com tampa e estéril, foram distribuidos 0,ImL dos
experimentos de modo a se obter duplicatas de cada condicao e 16 leituras de branco.

Posteriormente, o Caldo Nutriente contendo o indéculo foi adicionado (0,1mL) a todos os
experimentos e o mesmo caldo estéril foi adicionado aos brancos, completando volume de
0,2mL em cada orificio.

Apés 24 horas de incubagao a 37°C em ambiente aerdbio, foi realizada a leitura da
absorbancia a 410nm de cada orificio da placa em uma leitora de microplacas Versamax
(Molecular Devices).

Os resultados obtidos, em absorbancia, foram comparados entre os grupos estudados
por meio do teste t de Student (alfa = 5%).

3. RESULTADOS

A contagem de UFC/mL proveniente da suspensao preparada mostrou que a suspensao
continha 2,8 x 10° UFC/mL, confirmando o nimero de células desejado como inéculo de 2,8
x10° UFC/mL, e cada orificio recebeu uma carga microbiana de aproximadamente 2,8 x 10°
UFC/mL, que seria suficiente para iniciar o crescimento microbiano.

Visando obter observagao de reprodutibilidade e garantindo maior confiabilidade dos
resultados, os experimentos foram realizados em duplicata para todos os pontos estudados,
seguindo o planejamento fatorial completo 2%, como apresentado na Tabela 2. A microplaca
utilizada para os experimentos apresentou tonalidades diferentes de violeta em cada condigao
experimental, o que indica a diferenga na intensidade do crescimento microbiano, tendo em
vista a coloragao natural de C. violaceum.
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Tabela 2. Valores de absorbancia obtidos em 24h de incubagdo no espectro

de 410nm.
N¢ Ex. Fatores Respostas
Zn Al Cu Mn Réplica 1 Réplica 2
1 -1 1 - -1 0,8477 0,9776
2 1 -1 - -1 0,0254 0,0098
3 -1 1 4 -1 0,7299 0,7591
4 1 1 - -1 0,2864 0,0772
5 -1 1 1 -1 0,4565 0,4410
6 1 -1 1 -1 0,0511 0,0268
7 -1 1 1 -1 0,3890 0,3573
8 1 1 1 -1 0,0961 0,0962
9 -1 -1 - 1 0,5981 0,6010
10 1 -1 - 1 0,0472 0,0278
11 -1 1 - 1 0,6405 0,6342
12 1 1 - 1 0,2660 0,0928
13 -1 -1 1 1 0,5254 0,5167
14 1 -1 1 1 0,1266 0,0848
15 -1 1 1 1 0,5703 0,5744
16 1 1 1 1 0,2437 0,1359

A média global foi de 0,354 com um desvio padrao bem pequeno de 0,007. A Tabela 3

apresenta o valor da média (X)) e do desvio padrao (S) para cada experimento.

Tabela 3. Valores da média e desvio padrao de cada experimento.

Experimento (X) S
1 0,913 0,0920
2 0,018 0,0100
3 0,745 0,0210
4 0,182 0,1480
5 0,449 0,0110
6 0,039 0,0170
7 0,373 0,0220
8 0,096 0,0001
9 0,600 0,0020
10 0,038 0,0140
11 0,637 0,0040
12 0,179 0,1220
13 0,521 0,0060
14 0,106 0,0300
15 0,572 0,0030
16 0,190 0,0760

Para se conhecer o nivel de interferéncia de cada fator, foi calculado o efeito para cada
fator e interacoes de 2° ordem. Os resultados estdo representados nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente.
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Tabela 4. Calculo do efeito para cada fator.

In Al Cu Mn
-0,49531 0,036594 -0,12056 0,00364375

Tabela 5. Cilculo do efeito de interagao de 2* ordem.

Zn-Al Zn-Cu Zn-Mn Al-Cu Al-Mn Cu-Mn
0.075256 0.124131 0.040831 0.00734 0.042181 0.104331

Os valores t de Student para cada fator e interagao foram obtidos, dividindo-se 0 médulo
efeito pelo erro, denominado de ¢, calculado apresentado na Tabela 6, bem como seus p-
valores.

Tabela 6. Valores de t calculado.

Fatores 1calculado p-valor
Zn 69,60865 0,0000
Al 5,14276 0,0001
Cu 16,94256 0,0000
Mn 0,51208 0,6161

Zn-Al 10,57626 0,0000
ZnCu 17,44498 0,0000
Zn-Mn 5,73829 0,0000
Al-Cu 1,03207 0,3184
Al-Mn 5,92801 0,0000

Cu-Mn 14,66236 0,0000

-

Considerando o grau de liberdade de 15 e o nivel de significancia de 5% (o = 0,05) €
possivel observar que exceto o efeito do Mn (p=0,6161) e a interagao Al-Cu (p=0,3184) todas
as outras interagOes apresentam efeitos significativos (p>0,05).

4, DISCUSSAO

As concentragoes utilizadas nos experimentos estdo acima dos indices recomendados
pela CETESB (Sao Paulo, 2006) para qualquer dos metais utilizados, no entanto, ainda
menores do que os indices mais altos de polui¢ao indicados por Pereira e Souza (2005),
mesmo assim, essas concentracoes se mostraram significativas no efeito sobre o crescimento
microbiano de C. violaceum.

Vale a pena destacar o efeito causado pela presencga de sulfato de zinco, no experimento
de ndmero 2, em que foi observado o menor valor de absorbancia, podendo ser considerado o
metal que mais afetou o crescimento do microrganismo. Porém, nos experimentos em que
esse mesmo metal foi adicionado de outros, os valores foram significativamente maiores,
indicando que ha interacao entre os efeitos dos metais. O modelo proposto poderia ser
utilizado em uma situagao de tratamento de um efluente em que haja zinco, por exemplo,
além de uma grande carga orgdnica, para viabilizar uma fermentacdo microbiana pela
suplementa¢d@o do meio com outros jons metalicos, para que, posteriormente, fosse realizado
o tratamento quimico para retirar o metal pesado.

Os mecanismos que envolvem a resisténcia aos metais tragos, bem como suas interagoes
necessitam de esclarecimento. Nascimento e Chartone-Souza (2003) sugerem que haja
relag@o entre a resisténcia desses microrganismos aos metais tragos e aos antibiéticos.
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Como microrganismo de vida livre, a C. violaceum esta exposta as condi¢des ambientais
variadas. Essas variagoes requerem grande adaptabilidade e sistemas de protecdo. Esses
fatores poderiam explicar a alta competitividade e habilidade em sobreviver sob diferentes
tipos de estresse ambiental (Hungria et al., 2004), tal como a presenca de metais no ambiente.

H4 interacao entre os diferentes metais testados e interferéncia no crescimento de C.
violaceum e o zinco foi o metal que mais influenciou o crescimento de C. violaceum Para que
o microrganismo consiga sobreviver em ambiente na presenca de metais como ocorreu neste
estudo € necessario que este possua enzimas e transportadores de metais pesados (Grangeiro

et al., 2004).

5. CONCLUSAO

Estudos mais detalhados precisam ser realizados, entretanto, este trabalho indica que C.
violaceum € capaz de crescer em ambiente com altas concentracées dos metais tragos
testados, portanto, sob o ponto de vista biotecnolégico, essa bactéria possui potencial para ser
utilizada para biorremediagao.
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