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Resumo

A reducéo do Cr(VI) para Cr(lll) diminui a toxidade deste metal no ambiente
uma vez que, o Cr(lll) é insolivel as membranas bioldgicas. Assim a reducao
microbiana do Cr(VI) é uma alternativa para reduzir os impactos ambientais
causados por este metal, utilizado em diversos processos industriais. O
objetivo deste trabalho foi selecionar microrganismos a partir de solo
contaminado com cromo, caracterizar sua capacidade de reducédo do Cr(VI)
durante o crescimento celular e purificar parcialmente a enzima cromo
redutase do Bacillus sp. ES29, através da precipitacdo com sulfato de aménio
(45-75%), cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-25) e cromatografia de
interacdo hidrofobica (Octyl Sepharose). A atividade de reducéo do Cr(VI) pelos
isolados foi quantificada com o reagente de s-difenilcarbazida. No isolamento,
foram obtidas 20 bactérias resistentes a cromo(VI). Seis destas foram capazes
de reduzir 100 mg L™ Cr(VI) em 24 horas. Um dos isolados foi identificado,
através de testes bioquimicos, como pertencete ao género Bacillus, sendo
tolerante a 750 mg L™ Cr(VI) e reduzindo mais de 40% do Cr(VI) durante o
crescimento celular. Na purificacdo parcial da enzima foi obtido um fator de
purificacdo de 11,2, aumentando a atividade especifica da enzima acima de 11
vezes, porém se faz necessario mais passos de purificacbes para obtencéo
desta enzima pura. As bactérias selecionadas e a enzima parcialmente
purificada, foram eficientes na reducédo do Cr(VI) e apresentam potencial para
outros estudos, visando a aplicacdo em processos de biorremediacgéo.
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Isolation of resistant bacteria to chrome hexavalente and partial
purification of the enzyme chromate reductase from Bacillus sp. ES29.
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Abstract

The reduction of Cr(VI) in Cr(lll) decrease the toxic effect of this metal in the
environment, because Cr(lll) is insoluble to the biological membranes. Like this
the microbial reduction of Cr(VI) it is an alternative to reduce the environmental
impacts caused by this metal used in several industrial processes. The
objective of this work were to select microorganisms of soil contaminated with
chromium were examined their ability in reduction Cr(VI), and the partial
purification of chromate reductase from Bacillus sp. ES29, using ammonium
sulfate precipitation (45-75%), gel filtration chromatography (Sephadex G-25)
and hydrophobic interaction chromatography (Octyl Sepharose). The activity of
reduction of Cr(VI) for the isolated was quantified with the s-diphenylcarbazide.
A group of 20 chromium resistant bacteria were isolated, six of these were
capable to reduce 100 mg L™ Cr(VI) in 24 hours. One of the isolates was
identified, by biochemical tests, as belonging to the genus Bacillus and it was
tolerant to 750 mg L™ Cr(VI) and reduced more than 40% during growth. Was
obtained a 11,2 fold purification with protein partially purification from Bacillus
sp. ES29, increasing the specific activity of the enzyme above 11 times,
however it is being necessary more purifications steps to obtain this pure
enzyme. The isolated bacteria, from soil contaminated, and the enzyme patrtially
purified can remediate chromate and presented potential for other studies
seeking their application in bioremediation processes.
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Alegre, RS, Brazil (95p.). March 2006.



LISTA DE ABREVIATURAS

Asc: Acido ascorbico

Cr(ll1): Cromo trivalente

Cr(VI): Cromo hexavalente

Cr(OHj3): Hidroxido de cromo

Cys: Cisteina

DNA: Acido desoxirribonucléico

FeCr,04: Cromita

GSH: Glutationa

HCI: Acido cloridrico

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia
H.S04: Acido sulfarico

K>CrO-: Dicromato de potassio

LB: Luria Bertani

ng L™ Microgramas por litro

mg Kg™: Miligramas por quilograma

mg L™: Miligramas por litro

MTs: Metalotioneinas

RNA: Acido ribonucléico

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
UFC: Unidades formadoras de colonia

W: Watts

Vi



SUMARIO

L INTRODUGAO . ...ttt 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
2.1 ComMpPOSIOS CONLENTO CIOMO...uuuuuiiieeeeeeeeeeeeeeeeeettibnia s e e e e e e e e eeeeeeeeeeennennes 4
2.2 Toxicidade dO CrOMO........cooiiiiiiiiie et 5
2.3 Interag&o do cromo COM DNA ... ..uiiiiiiiiiie e 6
2.4 Cromo NO @mMBIBNTE.........uuiiiiiiiiiiiiiiieie e a e e e e e e e 7
2.5 Interagcbes do cromo com microrganismos e plantas...........ccoeeeevvveeeveennns 10
2.6 MeCcaniSmMOS de reSISTENCIA..........ccceuuiiiiiitiiie ettt e e 11
2.7 Biorremediagao do CrOMO(V1) ... oo 13
2.8 Enzimas redutoras de cromo(VI).........euvvveiiiiiiiiiiei e 17
3 MATERIAIS E METODOS ... ..ottt ettt 21
3.1 Coleta de amostras de solo contaminado...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiciiiiiiieeeeee, 21
3.2 Isolamento dos microrganismos resistentes a cromo(VI)..........ccccceevvvennee 22
3.3 Caracterizacdo morfologica dos iSOlados............ccovvvvveeeeiiiiiiiiiiieie e, 23
3.4 Verificagao da atividade redutora de cromo(VI) pelos isolados................. 23
3.5 Determinacao das condi¢des Otimas para reducdo do cromo(Vl)............. 23
3.6 Atividade da enzima redutora de CroMO........ccoeeeieeiiiiieiiiiiiiii e 24
3.8 ldentificacdo de género dos isolados mais eficientes...........ccccceeeeeeeeeenn. 25
3.9 Curva de crescimento do Bacillus sp. ES29.......ccooviviiiiiiiiiiiiiiiin, 26
3.10 Determinacao das condi¢cfes Otimas para obtencédo da enzima.............. 27
3.11 Purificacdo da enzima redutora de cromo do Bacillus sp. ES29............. 28
3.11.1 Andlise CromatOgrafiCa...........uuuuruuiiiiiiieeieeeeeeee e e e e e e e e eees 29
3.11.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida..............cccovviiiiiiiiiiiiiiie 31
3.13.4 Determinacao da temperatura e pH 6timos de atividade enzimatica.... 32
3.14 TECNICAS ANAITICAS. . .uvvvrvriiiiieiiiiiiiie e e et e e e e e e e e e e e e e e e 32
3.14.1 Determinacdo do cromo hexavalente.............ccccvvvvvvveeiiiiiiiiiiic e 32
3.14.2 DeterminaGao de ProteiNa..........ooouueieiieeiiiiiiiiee et 33
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......cceoiieeeeeeteceeeeee ettt 34
4.1 Comparacao de metodologias para isolamento de microrganismos

S R (=] 0 (=TSSP PP 34
4.2 Caracterizag@o morfologica dos iS0lados.............ceeeviiiiiiiiiiieiiiiiiiiieee e 36
4.3 Crescimento e atividade redutora do Cr(VI) pelos isolados....................... 37
4.4 Avaliagéo das condigbes 6timas para a redugéo do cromo(VI)................. 40
4.5 Efeito de ions e doadores de elétrons sobre a atividade enzimética dos

5570 = To [0 1= PP PPPPPUUPUUPPPPR 55
4.6 ldentificacdo de género dos isolados mais eficientes.............ccceevvvvvvvvnnnns 62
4.7 Crescimento e reducao do cromo(VI) pelo Bacillus sp. ES29................... 64
4.8 CondicOes 6timas para obtencdo da enzima.............cccccvvvviviiiieeieeeeeeeeeenn. 69
4.9 Purificacdo da enzima redutora de cromo do Bacillus sp. ES29............... 71
4.9.1 Cromatografia de gel filtraCa0.........ccvvveiiiiiiiiiiii e 76
3.9.1 Cromatografia de interacao hidrofobica.............ccccoeveiiiiiiiiiiiiiiiiis 77
4.9.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida..............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen 81
5 CONCLUSOES. ...ttt 84
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coieeeeeeeeeeeeee et 86
R 1 P PPTRPPTN 97



RELACAO DE FIGURAS

FIGURA 1: Crescimento e reducdo do Cr(VI) pelos isolados em caldo
NUtritivo com 2 Mg L™ de Cr(V1)...ovivieeeeeeececeeee et
FIGURA 2: Crescimento e reducdo do Cr(VI) pelos isolados em caldo
nutritivo com 100 Mg L™ de CrVI).......ooueueeieeeeeeeeeeeeeeeee e en e,
FIGURA 3: Crescimento e reducdo do Cr(VI) pelos isolados em caldo
nUtritivo com 250 MG L™ de Cr(VI).....c.oeiueeieeeeeeeeeeeeeesee e en e,
FIGURA 4: Crescimento e reducdo do Cr(VI) pelos isolados em caldo
NUtritivo com 500 MG L™ de F(V1)....vvieeeeeeececeee e es s en e
FIGURA 5: Crescimento e reducéo do Cr(VI) pelos isolados em caldo com
750 MG LA CHVI).oeeceeeceeeee ettt en e
FIGURA 6: Influéncia do pH no crescimento celular e na reducdo do
cromo(VI) presente no caldo nutritvo (50 mg L) apés 12 horas de
1 oI o= Tot= To TS PPRRP
FIGURA 7: Influéncia da temperatura no crescimento celular e na redugéo
do cromo(V1) presente no caldo de nutritivo (50 mg L™) apés 12 horas de
g Tol¥] o= Tox- Lo TP TP PPPPPPPPPP
FIGURA 8: Efeito dos doadores de elétrons e do céation monovalente na
atividade enzimatica de reducao do cromo (V1)........oocueeeiiieeiiiiiiieeee e
FIGURA 9: Efeito dos cations divalentes na atividade enzimatica de reducéo
(ool ol (0] 1 aTo I (VA | TP TR TTTPPPPN
FIGURA 10: Crescimento e reducdo do cromo (VI) presente no caldo LB na
concentracdo de 50 mg L* (A) e 100 mg L* (B) pelo Bacillus sp.

FIGURA 11: Produgéo da enzima redutora de cromo durante o crescimento
celular com 2 mg L™ de Cr(VI) ou na auséncia do Cromo...........cccccvevveueurenenns
FIGURA 12: Atividade de reducdo do Cr(VI) e conteddo de proteinas no
extrato celular do Bacillus sp. ES29 obtido apds diferentes tempos de
0] g1 [0F=Tox- Lo LTS O PP P PP PPPPPPRP
FIGURA 13: Atividade de reducdo do Cr(VIl) em diferentes concentracées
de tampéo de lise e na mistura de reacdo para determinar a atividade
enzimatica de reducédo do Cr(VI) pelo Bacillus sp. ES29 ..............cceoevvivviiinnns
FIGURA 14: Quantificacdo da atividade enziméatica e de proteina sollvel em
cada etapa da precipitacao fracionada com sulfato de aménia.......................
FIGURA 15: Efeito do pH na atividade redutora de cromo presente na
enzima precipitada com sulfato de aménia, e na reducdo ndo bioldgica.
Foram testados pH 5,0 a 7,0 em tampéo fosfato e 7,0 a 10,0 em tampéo
15T = (O PP PPPPPPRP
FIGURA 16: Efeito da temperatura na atividade redutora de cromo presente
na enzima precipitada com sulfato de ambnia, e na reducdo nao
(o] 0] [0 o[- VPP PPUPRPUURRR
FIGURA 17: Valores de atividade enzimatica e absorbancia de cada fracéao
obtida na cromatografia de gel filtracdo das amostras precipitadas com
SUIFALO A& @MONIO. ... .uuiiiiiiiiiiiiiii e
FIGURA 18: Valores de atividade enzimética e absorbancia de cada fracédo
obtida na cromatografia de interacdo hidrofébica das fracdes com atividade
NA el FIIIFAGEOD. ....ceeiiieeeie e

42

43

45

a7

49

51

54

58

59

66

68

70

71

73

74

76

1



FIGURA 19: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracGes com
atividade de reducao do Cr(VI), sendo na canaleta 1 o marcador de peso
molecular e as etapas de purificacdo obtidas da precipitacdo com sulfato de
amonio (2), gel filtracdo (3), interacao hidrofébica (4).......ccccevveeeeeeiiiiiiiiiinns

viii



RELACAO DE TABELAS

TABELA 1: Concentracdo de cromo total nas amostras de solo e a
quantidade de bactérias resistentes a 500 mg L™ de Cr(VI) isoladas em
(o= o b= = Ta 010 111 = PO U TR
TABELA 2: Caracteristicas morfolégicas das colénias das bactérias
resistentes a 500 mg L de Cr(VI) isolados de solo contaminado com

TABELA 3: Reducdo do cromo pelas bactérias isoladas apds 48 horas de
crescimento em caldo contando 250 mg L™ de Cr(VI)..........cocceevvevenevennnne,
TABELA 4: Reducdo de 50 mg L™ de Cr(VIl) nas condicdes 6timas de
(03 €2 o | 41T ] (U
TABELA 5: Testes morfologicos e bioquimicos para identificacdo de género
(0 [0 RSRH 10 ] F=To [0SR ERPPPRRRRRITN
TABELA 6: Identificacdo de género para o0s isolados por testes
DIOQUIMMICOS. ...t e e e eeeeees
TABELA 7: Teores da enzima e fatores de recuperacdo e purificacdo em
cada etapa do sistema de purificagdo da enzima redutora de

36

37

39

55

63

64



1. INTRODUCAO

O modelo de desenvolvimento da sociedade atual tem contribuido
grandemente para a geracdo de residuos agricolas e industriais com grande
potencial de contaminacdo de ambientes, como o solo e a agua. Nos paises
em desenvolvimento, grande parte dessa contaminacdo ainda nado esta
relatada devido a deficiéncia de metodologias apropriadas para a deteccdo de
sitios contaminados e a falta de uma politica ambiental de fiscalizac&o
eficiente, por parte das agencias ambientais ao setor industrial. O cromo
apresenta grande importancia na industria, por ser utilizado como anticorrosivo,
em metallrgicas, na cromagem, em ligas metalicas, em catalisadores, em
corantes, em preservantes e principalmente no curtimento de peles. Todas
estas aplicacbes geram grandes quantidades de efluentes e residuos
cromados. Como situacdo especifica no Rio Grande do Sul, had ocorréncia
comprovada de solos contaminados com cromo, resultantes da poluicéo
causada pelos residuos gerados pelas industrias do setor coureiro-calcadista.
Este Estado participa com 39% das exportacdes de couros e peles do Brasil

(segundo maior exportador mundial de peles), sendo o setor responsavel por



4,6% da balanca comercial gaucha. Como resultado do curtimento de peles e
couros ocorre a geracao de lodos nas estacfes de tratamento de efluentes
industriais (ETEs) com elevado potencial poluidor, devido a presenca de
grandes concentracdes de cromo.

O cromo é encontrado na natureza na forma de cromo hexavalente
[Cr(VD)] e trivalente [Cr(lI)]. O Cr(lll) & considerado a forma mais estavel, de
baixa solubilidade e menos toxica do metal. J& o Cr(VI) é altamente soluvel,
podendo penetrar na célula através de transportadores de fosfato ou sulfato.
No citosol celular é rapidamente reduzido, ndo enzimaticamente, a seus
intermediéarios Cr(IV), (V) e (lll), reagem com proteinas e com a molécula de
DNA, causando monoaducado e aducéo ternaria. Estas interacfes causam erro
de pareamento, de replicacdo e quebra da molécula, resultando em mutacoes,
carcinomas e danos a celular.

Apesar do Cr(VI) ser toxico tanto para as células eucaridticas quanto
para as procarioticas, mecanismos de resisténcia tem sido identificados na
comunidade microbiana, provavelmente pela selecdo natural em locais
contaminados. Esta resisténcia é atribuida a baixa absorcdo ou a reducéo
biolégica, através de enzimas que transformam rapidamente o Cr(VI) em Cr(lll),
mais estavel e de menor toxicidade. A producdo de enzimas, com atividade de
reducdo do cromo, seria responsavel pela rapida reducdo do cromo no citosol
celular e seu efluxo, sendo precipitado no meio externo provavelmente como
hidréxido de cromo.

Com base nessas consideracdes, esta pesquisa teve como objetivos

selecionar microrganismos resistentes ao cromo hexavalente, a partir de um



solo agricola com historico de contaminacéo por este metal. Caracterizar estes
isolados quanto sua capacidade de biorremediacdo do cromo(VI) assim como,

realizar a purificacdo parcial da enzima redutora de cromo do Bacillus sp.

ES29.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos contendo cromo

O cromo é um metal pesado, obtido através do minério cromita
(FeCr,0,4). Na tabela periddica esta localizado no grupo VI-B, onde no estado
fundamental os elétrons ocupam o0s niveis mais baixos. Pode ser encontrado
em alguns estados de oxidacao, sendo os estados mais importantes o Cr(ll)
(redutor), Cr(lll) (mais estavel) e o Cr(VI) (oxidante) (Barcelo et al., 1985).

O Cr,03 (trivalente) é um solido verde, obtido por queima do metal
no ar ou por aquecimento do CrO; (hexavalente). De grande importancia
industrial, € utilizado em pigmentos para tintas, em borrachas, no cimento, em
catalisadores entre outros usos (Baral & Engelken, 2002). O CrO3 € um sdélido
de cor laranja, pode ser obtido através da adicdo de H,SO,4 ao dicromato de
sodio (K»Cr,07). E toxico, dissolve-se facilmente em agua, sendo um &cido
forte e um forte agente oxidante. Dentre suas aplica¢des industriais destaca-se

seu uso em metallrgicas e no curtimento de peles.



Embora o Cr(lll) seja muito estavel em meio acido, é facilmente
oxidado a Cr(VI) em solucbes alcalinas. Outra caracteristica importante € a
inércia deste metal, que é protegido por uma pelicula de 6xidos. Devido a este
comportamento este metal é amplamente empregado para eletrodeposicéo
sobre ferro e outros metais, para protecdo contra a corrosao (Stern, 1982).

No ambiente, pode ocorrer naturalmente como Cr(lll) ou Cr(VI) ou
pela contaminacédo produzida por residuos do curtimento de peles, do refino de
petréleo, da industria metallrgica e do tratamento da madeira. A forma mais
toxica € a hexavalente [Cr(VI)], geralmente associado ao oxigénio (6xido de
cromo (CrO%,) ou dicromato [Cr,0%7)]. Devido a sua menor solubilidade, a
forma trivalente (Cr(lll)) é menos téxica e pode ser encontrada como 06xidos,

hidroxidos ou sulfatos (MacGrath & Smith, 1990).

2.2 Toxicidade do cromo

O Cr(VI) exibe pequena atividade bioldgica, devido a baixa interacdo
com macromoléculas. Porém, em condi¢Bes fisiologicas € facilmente
transportado através das membranas, como resultado da atividade de
transportadores inespecificos de fosfato ou sulfato (Arslam al., 1987; Buttner &
Beyersmann, 1985). Dentro da célula sofre rapida reducdo metabdlica
(redutores ndo enzimaticos) por &acido ascorbico (Asc) (Standeven &
Wetterhahn, 1992), por grupos tiol de baixo peso molecular como a glutationa
(GSH) (um tripeptideo: glutamina, cisteina e glicina) (Kosower & Arias, 1976;
Kortenkamp et al.,, 1996) e a cisteina (Cys) (Quievryn et al., 2003). Outros

agentes redutores sdo o citocromo redutase P450 (Mikalsen et al., 1991), a



cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Ryberg & Alexander, 1984), a
glutationa redutase (Shi & Dalal, 1989), a aldeido oxidase (Banks & Cooke,
1986), a hidrogénio peroxidase (Kawanishi et al., 1986) e o NADH. Entre todos
estes agentes redutores, 0s que apresentam maior atividade sobre a reducéo
do cromo sdo os ndo enzimaticos Asc (vitamina C) e os grupos tiol, sendo mais
relevante a Cys e depois o GSH (Quievryn et al., 2003).

Através dos agentes redutores descritos acima, ocorre a
transferéncia de uma série de elétrons, resultando em intermediarios do Cr(VI),
e finalmente, o Cr(lll) (Stearns et al., 1995), que é uma molécula
hexacoordenada (possui seis ligantes), capaz de formar complexos ligantes
com aminoacidos, DNA e RNA ou proteinas (Wolf et al., 1989) e induzir
mutacdo (Yang et al.,, 1992), troca de cromatides (Elias et al., 1983) e
aberracdes cromossdmicas (Bianchi et al., 1980). O cromo hexavalente é
conhecido por ser um agente carcinogénico e mutagénico, sendo solavel e
transportado para dentro das células, onde é reduzido a intermediarios e a

Cr(lll), que séo os verdadeiros responsaveis pelo dano as células.

2.3 Interacao do cromo com DNA

A interacdo dos intermediarios do Cr(VI) com a molécula de DNA
tem sido objeto de diversos estudos envolvendo os mecanismos quimicos no
dano a molécula (Levina et al.,2003; Codd et al., 2001), isto ocorre atraves da
reducao do Cr(VI) no interior da célula através da transferéncia de um ou dois
elétrons, a primeira reducdo pode formar Cr(IV) e Cr(V), que possuem

afinidade pelas bases e pelo esqueleto de fosfato da molécula de DNA,



podendo causar monoaducdo e aducdo terndria, que caracteriza-se pela
ligacdo cromo-DNA (ligacdo do cromo com bases nitrogenadas ou grupamento
fosfato), e resulta em erro de pareamento, de replicacdo e lesbes preé-
mutagénicas. O Cr(V) pode ainda oxidar diretamente as bases da molécula e
as pentoses causando a quebra da estrutura (Yang et al.,1992). Dentro da
célula o Cr(lll) é a forma reativa e fortemente envolvida na monoaduc¢éo. Além
de causar os mesmos danos que o Cr(IV e V) pode ainda formar ligacéo
cruzada entre proteinas-cromo-DNA.

A interacdo do cromo com DNA e grupos fosfatos pode ocorrer
através de ligacdes covalentes ou interacao ionica. A ligacdo geralmente se da
com preferéncia entre Cr(lll)-guanina e acido polirriboguanilinico [poly(G)], no
caso do RNA (Arakawa et al.,, 2000), causando problemas na sintese de
proteinas. Ogawa et al. (1989) observaram que a presenca de Cr(VI) levava a
inativacdo da enzima DNA polimerase e consequente decréscimo da divisdo
celular de Bacillus subtilis. Estas sédo as interacdes relatadas até o momento,
porém a utilizacdo de novas técnicas de analise sugere que possa haver outras

ligacdes entre cromo e macromoléculas (Levina & Lay, 2005).

2.4 Cromo no ambiente

A producdo mundial de cromo esta na ordem de 10 milhdes de
toneladas por ano, sendo utilizado em varios segmentos industriais (Papp,
1985). Esta grande demanda pode tornar o cromo um seério agente poluidor do
ar, do solo e da agua. A concentracdo média deste metal em agua doce néo

poluida é de 0,1 a 0,5 mg L™ e em oceanos de 0,0016 a 0,05 mg L™ (De



Fillipps & Pallaghy, 1994), porém efluentes industriais ndo tratados lancados no
ambiente podem conter concentra¢cdes muito elevadas de cromo.

O cromo € o sétimo elemento mais abundante na terra, sendo que
sua concentracdo média nos solos varia de 5 a 250 mg kg* (Shewry &
Peterson, 1976). Por ser um forte agente oxidante da matéria organica, o
cromo(VI) tem sido considerado um elemento estavel em solos &cidos, por ser
rapidamente reduzido a Cr(lll). Entretanto em amostras de solo coletado e
mantido com umidade natural tem se observado que o Cr(lll) pode ser oxidado
a Cr(IV). Essa oxidacao € atribuida a presenca de manganés na forma oxidada
(Mn*"), que atua como receptor de elétrons, havendo a transformacao do Cr(lll)
em Cr(lV), o qual permanece neste estado de oxidacdo por varios meses
(Bartlett & James, 1979; Milacic & Stupar, 1995). Estudos em casa de
vegetacdo e a campo realizados no Rio Grande do Sul, utilizando residuos de
curtume demonstraram o0 poder de neutralizacdo da acidez do solo e
capacidade de fornecimento de nitrogénio para as plantas provenientes destes
residuos. Estes trabalhos também evidenciaram a baixa transformacédo do
Cr(ll) a Cr(VIl) (Selbach et al., 1991; Kray 2001). Entretanto, esta
transformacao foi observada por Trebien (1994), através da adicao de Cr(lll) na
forma mineral, em solos com alto teor de manganés facilmente reduzivel, em
condicOes adequadas de umidade.

O caso mais conhecido por contaminacdo ambiental ocorreu na
Califérnia na cidade de Hinkley em 1987, foi causada por uma grande inddstria
da regido que utilizava o cromo como anticorrosivo, onde foi detectado Cr(VI)

na 4gua subterrAnea em uma concentracdo de 580 mg L™. A populacédo desta



cidade apresentava varios tipos de doencas como no coracdo, no sistema
respiratorio, baixa fertilidade e principalmente cancer (no cérebro, de mama, de
Gtero e no sistema gastrintestinal). Neste caso a empresa poluidora foi multada
em 300 milhdes de dolares, sendo esta a maior indenizacdo ambiental da
historia.

O Cr(Il) é encontrado em muitos suplementos alimentares. E
considerado um micronutriente necessario para atividade biolégica da insulina
(Anderson, 1981) e para o metabolismo de carboidratos em humanos
(Anderson, 2000; Chirwa & Wang, 2000). Este assunto tem gerado certa
divergéncia entre médicos, que acreditam ndo haver indicios da dependéncia
de biomoléculas por Cr(lll) (Cood et al., 2003). Milhares de pessoas estédo
diretamente expostas ao cromo em seus locais de trabalho. A exposicéo
ocupacional ao Cr(lll) ou ao Cr(VI) torna-se mais grave quando ha risco de
inalacdo. Outras fontes de contaminacdo n&o ocupacional sdo o cigarro,
fumaca dos automoéveis, emissdes vulcanicas, alimentos e 4gua contaminada
(Cervantes et al., 2001). Entre as lesdes causadas pela intoxicacdo por cromo
pode-se citar cancer na cavidade nasal, hemorragia nasal, irritacdo da mucosa
nasal e Ulceras. A manipulacdo de compostos contendo cromo pode causar
Ulcera de pele e forte alergia, sendo considerado o metal que mais causa

alergias nos humanos (Levina & Lay, 2003).

2.5 Interacdes do cromo com microrganismos e plantas
A entrada do cromo através do sistema de transporte de sulfato foi

demonstrada primeiramente em Salmonella typhimurium (Dreyfuss, 1964) e
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posteriormente em Escherichia coli (Sirko et al., 1990). Em fungos, o transporte
ocorre através do carreamento ndo especifico de anions no sistema de
permeases (Borst, 1981). Alguns mutantes de Neuspora crassa resistentes ao
cromo apresentaram forte alteracdo neste sistema de transporte (Marzluf,
1970). Foi demonstrado por Henderson (1989) que em Saccharomyces
cerevisiae, 0 cromo era muito téxico para as células que cresciam em fontes de
carbono nao fermentaveis em relacdo as que cresciam em substratos
fermentaveis. Este fato levou o pesquisador a concluir que um dos efeitos do
cromo é a inibicdo da absorcdo de oxigénio, sendo sugerido que, este metal
apresenta afinidade pelas mitocéndrias.

Evidéncias da utilizacdo de Cr(VIl) pelos microrganismos como
aceptor de elétrons ndo sédo recentes (Romanenko & Koren’Ken, 1977).
Entretanto, o volume de pesquisas produzidas atualmente sobre a reducdo do
Cr(Vl) demonstram a importancia deste processo na eliminacdo da
contaminacéo de cromo hexavalente (Oh & Choi, 1997; Chirwa & Wang, 2000;
Park et al., 2000; Schieman et al., 2000; Shakoori et al., 2000; Shin & Palik,
2000; Smith & Gadd, 2000). Os estudos iniciais demonstravam que anaerébios
facultativos como Pseudomonas dechromaticans, P. chromatophila e
Aeromonas dechromatica removiam o Cr(VI) da solucdo pela formacédo de
precipitados, presumivelmente Cr(OH);. Estudos subseqientes demonstraram
uma grande variedade de microrganismos redutores de cromo entre eles o
Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Acromobacter eurydice,

Micrococcus roseus e Escherichia coli (Losi & Frankenberger, 1994b).
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A presenca de Cr(lll) ou Cr(VI) em quantidades prejudiciais para as
plantas pode resultar em danos como clorose, reducéo de crescimento foliar e
radicular, e morte (Mertz,1969). Devido ao alto poder de oxidacdo do Cr(VI),
danos a membrana celular das plantas e de microrganismos tem sido
observados (Hunter & Vergnano, 1953; Barcelo et al., 1985; Sharma et al.,
1995). Os efeitos toxicos do Cr(VI) nas plantas sdo causados por alteracdes
no conteuado de nutrientes essenciais e decréscimo da taxa de fotossintese,
como consequéncia do fechamento de estématos, alteracdo de cloroplastos e
reducdo do espaco intercelular (Brochiero et al., 1984). Nas plantas o cromo
pode ser absorvido tanto na forma (Illl) como (VI), sendo acumulado
preferencialmente pelas raizes e raramente translocado a parte area da planta,
normalmente ocorre um acréscimo no teor de cromo nas raizes das plantas

com o aumento da concentragdo de cromo no solo (Kray, 2001).

2.6 Mecanismos de resisténcia

Uma vez que o cromo ocorre naturalmente, os mecanismos de
resisténcia e tolerancia tém evoluido nas comunidades microbianas através da
selecdo natural. Consequentemente, a resisténcia ao cromo pode ser
encontrada em um grande numero de microrganismos habitando solo, agua e
sedimentos (Losi et al, 1994c).

Para a obtencdo de microrganismos resistentes ao cromo €
realizado o isolamento a partir de solos em condi¢cdes naturais (Pal & Paul,
2004) e solos contaminados (Camargo et al., 2003a). A atividade microbiana

esta intimamente envolvida na ciclagem dos metais pesados, presentes em
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ambientes contaminados. Os organismos respondem de forma diferente aos
ions toxicos, o que muitas vezes confere a tolerancia. De forma geral, os
eucariotos apresentam maior sensibilidade a metais do que os procariotos.
Esta tolerancia pode estar relacionada a diversos fatores, entre eles, a
producdo de metalotioneina (MTs), uma familia de proteinas quelantes de
metais. Esta proteina produzida por alguns microrganismos apresenta
sequéncia curta de aproximadamente 60 aminoacidos ricos em cistina, que se
liga ao cromo, reduzindo sua concentracdo intracelular e consequientemente,
os danos causados pelo metal. Esta resisténcia a metais parece ser uma
adaptacdo a ambientes 4cidos, onde a solubilidade do metal € maior (Blindauer
et al., 2001).

Mecanismos de resisténcia tém sido propostos para microrganismos
e plantas, como a sor¢do, o acumulo, a precipitacdo, o efluxo e a reducédo de
Cr(VIl) a Cr(lll). Entre estes sistemas, a reducdo parece ter grande potencial
biotecnoldgico para a biorremediacdo. Alguns microrganismos reduzem Cr(VI)
melhor em condi¢cBes aerdbias do que anaerdbias e a funcéao fisioldgica desta
reducao aerdbia ainda ndo esta bem definida (Lovley, 1993; Losi et al., 1994d).
Segundo Lovley & Phillips (1994), Desulfovibrio vulgaris reduziu Cr(VI) a Cr(lll)
via citocromo c3. Para Pseudomonas sp. foi proposto que a reducéao do Cr(VI)
pode ser resultado da atividade primaria e secundaria de redutase soluvel, cuja
funcao fisiologica ndo foi determinada (Oh & Choi, 1997).

A resisténcia € frequentemente relacionada a presenca de
plasmidios. Bopp et al. (1983) isolaram estirpes de Pseudomonas fluorescens

resistentes ao cromo e verificaram que a resisténcia era conferida por
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plasmidios capazes de transmitir esta resisténcia. Observaram que a reducao
de Cr(VI) estava associada com uma enzima constitutiva, presente na
membrana, com capacidade de transferir elétrons do NADH para o cromo.
Ohtake et al. (1987) verificaram que a resisténcia a elevadas concentracfes de
cromo estava relacionada a um plasmidio transportador de sulfato, que
realizava o efluxo do cromo em P. fluorescens. Este mecanismo foi observado
também em outra espécie como Alcaligenes eutrophus (Nies et al., 1989).
Duncan et al. (1992), relataram que a resisténcia de P. aeruginosa era
conferida pelo plasmidio, mas que o mecanismo bioquimico era desconhecido.

Dois plasmideos foram estudados a nivel molecular, pUM505 de P.
aeruginosa (Cervantes et al., 1989) e pMOL28 de A. eutrophus (Nies et al.,
1989). Estudos com o plasmidio pUM505 demonstraram que este era
responsavel pela sintese de uma proteina hidrofébica com 416 residuos de
aminoacidos. A proteina foi denominada de ChrA, sendo responsavel pelo
rapido efluxo do cromo (Betzabe et al., 2002). O plasmideos pMOL28 realiza a
sintese de uma proteina de 401 residuos de aminoacidos, sendo atribuida a
resisténcia a Cr(VI). Estudos com microrganismos resistentes e redutores
podem ser Uteis para utilizacdo destes na biorremediacdo e no monitoramento
da concentracao do poluente (biosensores) em efluentes industrias (Peitzsch et

al., 1998).

2.7 Biorremediacao do cromo(VI)
Devido a sua grande importancia econémica e da ampla utilizacéo

na indudstria o cromo tornou-se um dos principais poluentes do ambiente e
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potencial causador de toxicidade ao homem animais. Para solucionar o
problema, as empresas tém tentado utilizar métodos quimicos e fisicos para
retirar o cromo de seus efluentes, através da neutralizacdo ou precipitacao,
reducdo eletroquimica, troca ibnica, o0osmose reversa, separacao por
membranas e extracdo com solventes (Henze et al., 1995). O método mais
utilizado pelas industrias € a precipitacdo dos ions metalicos com hidréxidos,
em pH acido. No entanto, esta técnica gera elevadas quantidades de lodo, com
grande concentracdo de Cr(lV), além dos subprodutos téxicos gerados no
processo (Chermicharo & Speling, 1996).

Uma solucéo alternativa é a biorremediacdo, que se caracteriza pela
utilizacdo de organismos ou produtos metabdlicos para retirar a contaminacao
de ambientes, seja pela degradacao, sor¢do, acumulo ou precipitacdo (Dua et
al.,, 2002). Como o metal pesado ndo pode ser degradado, ou seja,
transformado em elemento inerte, como CO, e H;O, como ocorre com
compostos organicos, algumas estratégias biolégicas tém sido investigadas
para o tratamento de efluentes industriais.

A sorcdo e o bioacumulo do cromo a biomassa, viva ou nédo, tem
sido testada em algas (Wilde & Benemann, 1993) e fungos (Vala et al., 2004).
Nesta técnica, o Cr(VI) € removido de efluentes através da ligacdo do metal a
superficie da célula (sorcao), transporte para o espaco intracelular e posterior
acumulo. Esta técnica apresenta limitagbes como o pH, a temperatura e a
quantidade de sais presentes no efluente, que interferem diretamente no
processo (D6nmez & Kocgberber, 2004). Segundo Pillichshammer et al. (1995),

a utilizacdo da biomassa de fungos filamentosos pode ser uma alternativa para
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o tratamento de &gua e solo contaminado. Neste trabalho os autores
descrevem a interacdo do metal com a biomassa, que se da através da ligacéo
o Cr(VI) ou Cr(lll) a quitina e a N-acetilglicosamina.

Outro processo que vem sendo aplicado € a fitorremediacado, que se
baseia na capacidade das plantas de acumular e transformar o contaminante
(Cunningham & Ow, 1996). O metal é absorvido pelas raizes e translocado
através do sistema transportador de sulfato, sendo esta atividade inibida
competitivamente pela presenca do sulfato (Kleiman & Cogliatti, 1997). Sendo
observado neste sistema que apenas uma pequena quantidade de cromo era
efetivamente absorvida havendo o efluxo do metal, presumivelmente devido a
seu efeito toxico.

Entre estes sistemas a reducdo parece ter um grande potencial
biotecnolégico para a biorremediacdo através da transformacdo do Cr(VI) a
Cr(lll) e sua precipitacdo. A reducdo ocorre diretamente, pela atividade
enzimatica localizada na membrana celular ou citosol, e indiretamente com a
producdo de H,S, que atua como redutor (Smith & Gadd, 2000). A bioreducao
direta do Cr(VI) pode ser concebida como um mecanismo de detoxificacdo ou
como resultado da utilizacdo do cromo como aceptor final de elétrons na
oxidacdo da matéria organica, quando a relacdo cromo/oxigénio é favoravel
(Kortenkamp et al., 1996).

A bioreducdo do cromo tem sido testada em relacdo a fontes de
energia, condicdes ambientais e caracteristicas da enzima. Entre as fontes de

energia avaliadas destacam-se a glicose, acetato, etanol, malato, succinato,
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glicerol (Schieman et al., 2000), lactato (Smith & Gadd, 2000) e fendis (Chirwa
& Wang, 2000).

Entre as condicbes ambientais que influenciam a reducéo
microbiolégica destacam-se: pH, temperatura, concentracdo de Cr(VI),
quantidade de inéculo (Shakoori et al., 2000), solo, agua de irrigacdo,
quantidade de materia organica e Oxidos manganicos (Losi et al.,, 1994a;
Cifuentes et al., 1996), bem como alguns dados sobre a cinética enzimatica
das enzimas redutoras de cromo (Ishibashi et al., 1990; Oh & Choi, 1997; Park
et al., 2000; Schieman et al., 2000) e a producdo destas enzimas (DelLeo
Ehrlich, 1994; Park et al., 2000; Schieman et al., 2000).

Camargo et al. (2003a) verificaram a partir de estudo com bactérias
isolados obtidos de solo contaminado, que a reducédo do Cr(VI) presente em
caldo de crescimento era fortemente alterada por variacdes de temperatura e
pH, sendo que para cada isolado havia uma condicdo 6tima para a atividade de
reducao do cromo.

Para a utilizacdo do processo de bioreducdo enzimatica do cromo na
biorremediacdo, destaca-se o potencial uso destas enzimas na forma
imobilizada. A maioria dos processos bioquimicos e técnicas de imobilizacdo
usa enzimas soluveis ou monoculturas de células. Se a reacdo pode ser
catalisada por um sistema de enzima Unica, a imobilizacdo de enzimas torna-se
mais eficiente do que a imobilizacdo de células (Dick & Tabatabai, 1992). Um
exemplo desta aplicacdo foi demonstrado por Camargo et al. (2004), que
avaliaram a imobilizacdo com diferentes suportes de células e extrato celular

do Bacillus sp. ES29, foi observado que a imobilizacdo de extrato celular era
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mais eficiente na reducdo de efluente contendo Cr(VI), este sistema mostrou

potencial para outros estudos.

2.8 Enzimas redutoras de cromo

O primeiro estudo realizado sobre bactérias capazes de reduzir o
cromo foi realizado por Romanenko & Koren’kov (1977), que demonstraram a
presenca destes organismos no solo e na agua, sendo estes responsaveis
também pela ciclagem biogeoquimica deste metal.

A atividade redutora ja foi relatada na membrana celular
(Romanenko & Koren, 1977; Wang et al., 1990) e no citoplasma (Camargo et
al.,, 2003b) de algumas bactérias. A presenca de enzimas redutoras em
diferentes organismos sugere que estas possam compartilhar caracteristicas
fisiologicas importantes (Wang & Shen, 1996). Michel et al. (2001) realizaram
um estudo sobre a reducdo enzimatica do cromo utilizando bactérias redutoras
de sulfato. A reducdo foi associada a atividade do citocromo c de
Desulfomicrobium norvegicum, que apresentava uma Fe-hidrogenase que
realizava a reducao do cromo.

A enzima denominada de cromato redutase € uma enzima que
catalisa reducéo da forma toxica do cromo (VI) a forma inerte (lll). Esta enzima
tem recebido atencdo devido a seu uso potencial na biorremediacdo e
biocatalise. A caracterizacdo desta enzima tem sido estudada, assim como
seus padrdes de inducéo e a expressdo do gene, para elucidar sua atividade

em relacdo ao cromo (Michel et al., 2001).
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Através da clonagem e sequénciamento de genes crhA de
resisténcia a cromo dos plasmidios pUM505 de P. aeruginosa (Cervantes et al.,
1989) e pMOL28 de A. eutrophus (Nies et al., 1989) foi possivel deduzir que
estes eram responsaveis pela sintese de uma proteina de 416 e 401 residuos
de aminoacidos, respectivamente. Estas proteinas apresentaram 29% de
residuos idénticos e 63% de aminoacidos hidrofobicos. O mecanismo de
resisténcia conferido por estas proteinas a elevadas concentracdes de Cr(VI)
ocorre através do rapido efluxo do metal, estando localizada na membrana
celular (Betzabe et al., 2002).

Suzuki et al., (1992) foram os primeiros a publicar a purificacdo de
uma enzima soluvel que realizava a conversdo do cromo. A enzima foi
purificada através de cromatografia com DE32, AF-chelante Toyoperarl 650M,
Shephadex G-100, e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A proteina
parcialmente purificada apresentava peso molecular de 65 kDa, sendo
dependente de NADPH, obtida da bactéria resistente a cromo, Pseudomonas
ambigua G-1.

Outro grupo de pesquisadores descreveu a enzima cromato
redutase do Bacillus sp. QC1-2 (Campos et al., 1997). Para a purificacdo
parcial desta enzima realizaram a liofilizacdo do extrato celular, sendo
ressuspendido e aplicado em uma coluna troca i6nica em HPLC; as fracGes
com atividade foram novamente liofilizadas e aplicadas em uma cromatografia
de gel filtracdo com BioGel P-200. A proteina parcialmente purificada era
dependente de NADH e possuia 44 kDa observada através de gel SDS-PAGE,

com atividade 6tima 37°C e pH 7,0.
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Nepple et al., (2000) purificaram a enzima redutase do
microorganismo Rhodobacter sphaeroides, que reduzia o cromo tanto em
aerobiose como em anaerobiose. Esta atividade foi localizada na fracéo
citoplasmatica da célula, sendo atribuida a uma enzima soltvel, que foi
purificada através de cromatografia de troca anibnica, de afinidade, de
interacdo hidrofébica e gel filtracdo. A proteina obtida apresentou peso
molecular de 42 kDa, determinado por gel filtracao, sendo sua atividade 6tima a
30°C e pH 7,0.

Outra enzima redutase tem sido muito estudada por Park et al.,
(2000). Esta foi a primeira a ser purificada até a homogenidade, através de
precipitacdo das proteinas do extrato celular com sulfato de aménia, sendo as
fracOes de interesse submetidas a cromatografia de troca aniénica (com DEAE
Sepharose CL-6B), posteriormente aplicada em um sistema de “polybuffer
exchanger”, e finalmente em gel filtracdo. A enzima foi denominada de ChrR
obtida de Pseudomonas putida, sendo dependente de NADH ou NADPH e sua
atividade otima ocorreu a 80°C e pH 5,0. Ackerley et al. (2004) estudaram esta
enzima purificada e através da analise N-terminal da sequéncia de
aminoacidos desenharam oligonucleotideos para a clonagem do gene chrR.
Foi observado através da comparacdo desta enzima com um banco de dados
(BLAST), que ela apresentava sequéncia similar a uma familia de flavoproteina
presente em muitos grupos de bactérias.

Recentemente Woo et al. (2005) purificaram uma enzima redutora
de cromato da Escherichia coli ATCC 33456 que apresentava grande reducéo

enzimatica do Cr(VI). A proteina foi obtida através de precipitacdo com sulfato
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de aménia e aplicado em cromatografia de troca anionica (Q-Sepharose FF).
As fracbes foram concentradas com sulfato de amoénio e submetidas a uma
coluna com Sephacryl S-100 HR, sendo entdo concentradas em um sistema de
membranas do tipo Amicon e aplicadas a uma coluna de Mono-Q HR 5/5. O
altimo passo de purificacdo utilizou uma cromatografia de gel filtracdo com
Superdex 200 HR, apdés todos estes passos foi obtida uma enzima pura. Esta
apresentou peso molecular de 84 kDa na gel filtracdo e 24 kDa na eletroforese
em gel de poliacrilamida, presumivelmente uma proteina com estrutura
dimérica, também dependente de NADPH ou NADH como doadores de
elétrons.

Camargo et al. (2003b) isolaram uma bactéria que foi identificada
como Bacillus sp., através do sequénciamento do gene RNAI16S, este
microrganismo apresentou alta resisténcia ao Cr(VI) reduzindo o metal durante
seu crescimento. Foi investigada a localizacdo de sua atividade de reducéo de
cromo, estando presente apenas na fracdo soluvel (citosol). Sua atividade foi
dependente de NADH como doador de elétron e estimulada por cobre. Foram
imobilizadas em bioreator células do Bacillus sp. ES29 e extrato celular
resultando em significativa reducéo do Cr(VI) e grande potencial biotecnolégico

para novas investigacdes (Camargo et al., 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de amostras de solo contaminado

As amostras de solo foram obtidas de uma area do municipio de
Roca Sales-RS, em um solo agricola contaminado com cromo, devido ao
descarte inadequado de lodo de curtume. Foram realizadas 12 marcacfes na
area e coletadas amostras de solo na profundidade de 0 a 30 cm, que
apresentavam as seguintes caracteristicas quimicas: pH 5,9; SMP 6,2; P 7,7
(mg/L™); K 77 (mg/L™); MO 2,6 (%). Estas amostras foram quantificadas quanto
a concentracao do cromo total e cromo(VI), conforme metodologia descrita por
Tedesco et al. (1995) e Bartlett & James (1979), respectivamente. Para a
realizagdo destes experimentos foram escolhidas as amostras que
apresentaram as concentracdes mais baixas (344 e 355 mg L ™) e mais altas
(466, 510 e 835 mg L™) de cromo total. Este critério de selecéo foi utilizado em
vista da possibilidade de que nas amostras mais contaminadas poderia haver
um numero maior de organismos resistentes ou numero reduzido de

microrganismos devido a toxidez do cromo.
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3.2 Isolamento dos microrganismos resistentes a cromo(VI)

Para a obtencdo de microrganismos resistentes foram utilizadas as
técnicas de isolamento direto e de enriquecimento. Para a realizacdo do
isolamento direto, um grama de cada amostra de solo selecionado foi
adicionado a 99 mL de agua estéril, e agitada por 15 minutos. Posteriormente
estas amostras foram diluidas até 10° e 10™, retirando-se 100 pL para o
plaqueamento em agar nutritivo (5 g L™ de peptona bacterioldgica, 3 g L™ de
extrato de carne e 15 g L™ de agar) suplementado com 500 mg L' de
cromo(VI) adicionados na forma de solucdo de dicromato de potassio
(K2Cr207). As placas foram incubadas em estufa a 30°C durante uma semana.
Apos este periodo foi realizado o isolamento das col6nias.

A segunda técnica utilizada foi a do enriquecimento, onde um grama
das amostras de solo foram adicionadas a 200 ml de caldo nutritivo com 500
mg L™ de K,Cr,0; e incubado por 24 horas, a 150 rpm e a 30 °C. Ap6s este
periodo foi realizada a transferéncia para outro frasco contendo o0 mesmo meio
e incubado nas mesmas condicfes. Apds 4 transferéncias, foram retirados 100
uL para o plagueamento em agar nutritivo contendo 500 mg L™ de Cr(VI). As
placas foram incubadas em estufa a 30°C até o aparecimento de coldnias.
Sendo que as menores diluicdes, 10™"e 107, foram incubadas por 48 horas e as
maiores diluicdes, 10 e 10™, por 72 ou 96, horas em estufa a 30°C. Apds este
periodo foi realizado o isolamento de coldnias, que foram armazenadas em
placas com 500 mg L™ de Cr(Vl), a 4°C, e também em solucdo preservante de

leite desnatado e glicerol 1% e armazenado a -15°C.
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3.3 Caracterizagdo morfologica dos isolados
Os isolados obtidos foram crescidos em agar nutritivo para a
caracterizacdo morfolégica, quanto a forma, elevacéo, bordos, estrutura e cor

das colbnias.

3.4 Verificagcdo da atividade redutora de cromo(VI) pelos
iIsolados

Os isolados obtidos foram avaliados quanto a capacidade de
crescimento em caldo nutritivo contendo K,Cr,O;. As colbnias puras foram
inoculadas em frascos de erlenmeyers contendo 30 ml de caldo nutritivo com 2
mg L™ de Cr(VI) e incubadas por 24 horas, a 150 rpm e 30 °C, sendo este 0
pré-indculo. Apos este periodo de crescimento os isolados foram inoculados
em caldo nutritivo com 250 mg L™ de Cr(VI), sendo o inéculo padronizado a
uma absorbancia de 0,3, em espectrofotdmetro a 600 nm. Apos incubacéo por
24 horas, a 150 rpm e 30°C, foi determinada a densidade o6ptica (DO) em
espectrofotometro a 600 nm e a concentracéo final do Cr(VI) no caldo nutritivo,
com o reagente de s-difenilcarbazida em espectrofotbmetro a Ass nm (item

3.12.1).

3.5 Determinacédo das condi¢fes 6timas parareducdo do cromo
Os isolados mais eficientes na reducdo do cromo, foram testados
quanto a capacidade de crescimento em caldo nutritivo contendo 2, 100, 250,
500 e 750 mg L™ de Cr(VI). Os indculos e as condicdes de incubacéo foram as

mesmas descritas acima. As determinacbes da DO e do Cr(VI) presente no
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caldo nutritivo foram realizadas apés 0, 3, 6, 12, 24, 48 e 96 horas de
incubacéao.

Para avaliar o efeito do pH na reducdo do cromo e para
caracterizacdo da atividade O6tima para cada isolado estes foram crescidos
separadamente, padronizados como descrito e inoculados em caldo nutritivo
contendo 50 mg L™ de Cr(VI). O pH do meio foi ajustado para 5,0; 6,0; 7,0; 8,0;
9,0 e 10,0. Sendo as determinacbes de DO e concentracdo do cromo(VI)
realizadas apés 12 horas de incubacéo, a 150 rpm e 30°C.

Para avaliar o efeito da temperatura na reducdo do cromo, 0s
isolado foram crescidos separadamente, padronizados como descrito e
inoculado em caldo nutritivo contendo 50 mg L™ de Cr(V1). Os isolados foram
incubados nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C, sendo as analises de DO e

concentracdo do Cr(VI) realizados apés 12 horas de incubacéo a 150 rpm.

3.6 Atividade da enzima redutora de cromo

Para a obtencéo do extrato celular os isolados foram inoculados em
500 ml de caldo Luria Bertani (LB) (Merck), suplementado com 2 mg L™ de
Cr(VI) e incubados por 24 horas, a 150 rpm e 30°C. ApOs a incubacédo, as
células foram centrifugadas a 8000 rpm, por 15 minutos, a 4°C e
ressuspendidas em agua estéril, sendo novamente centrifugadas e
ressuspendidas em 10 ml de tampao fosfato (50 mM, pH 7,0). Para a obtencao
do extrato celular as células, em tampéo fosfato, foram sonicadas em banho de
gelo com trés pulsos de 20 segundos, a 35 W. Apds o rompimento das células,

foi realizada a centrifugacdo a 10000 rpm por 45 minutos, para a retirada de
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restos celulares, e a quantificada a concentracéo de proteina no sobrenadante
provenientes do citosol.

Para avaliar o efeito de diferentes ions na atividade da enzima
redutora de cromo preparou-se a reacdo de NADH (0,2 mM), tampéao fosfato
(50 mM, pH 7,0) com Cr(VI) (1 mg L™) e o ion a ser testado. O volume final da
reacao foi de 1,5 ml, sendo incubado a 30°C, por 15 minutos. ApOs este
periodo, a solucdo de s-difenilcarbazida era adicionada, procedendo-se a
analise em espectrofotbmetro (Assonm). O teste foi realizado com a mesma
concentracdo de proteina, presente no extrato celular, para todos os isolados.
Neste teste, os isolados foram comparados com o Bacillus sp. ES29, uma
bactéria comprovadamente redutora de Cr(VI), isolada por Camargo et al.,
(2003). Como doadores de elétrons foram testados glicose (0,5 mM) e glicerol
(1% v/v) e como inibidores, os fons de Cu*?, Mg, Hg*%, Mn*?, Na* e NH*,
adicionados a mistura de reacdo na forma de sulfato de cobre, cloreto de
magnésio, cloreto de mercurio, cloreto de manganés, sulfato de sodio na
concentracdo de 1 mM e sulfato de aménio na concentracdo de 10 mM,

respectivamente.

3.7 Identificacdo de género dos isolados mais eficientes

Para a identificacéo de género dos isolados que mais eficientemente
reduziram o Cr(VI) foram realizados os seguintes testes: coloracdo de Gram,
de esporos, presenca de acido micolico, prova de gelatinase, prova de amido,
prova da catalase, producéo de H,S, reducado do citrato, prova do indol, prova

de motilidade, prova da fenilalanina, prova da esculina, teste de oxidase,
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crescimento em agar MacConkey, prova da urease, prova do nitrato e testes
para a utilizacdo de diferentes fontes de carbono com glicose, galactose,

arabitose, xilose, manitol, frutose e sacarose, segundo Mcfaddin (1980).

3.8 Caracterizacdo da atividade de cromo redutase do Bacillus
sp. ES29

O Bacillus sp. ES29 foi isolado a partir de um solo contaminado com
cromo por Camargo et al. (2003a). Para determinar a atividade da enzima
redutora de cromo presente no extrato celular e nas fracbes de proteina
purificadas deste microrganismo foi realizada reacées com 0,8 ml de tampao
fosfato (50 mM pH 7,0) e 1 mg L™ Cr(VI), sendo a reac&o iniciada com adic&o
de 0,2 ml do extrato celular ou das fragdes purificadas e NADH (0,2 mM). Apos
quinze minutos de incubacdo a 30°C, adicionou-se s-difenilcarbazina e apos
dez minutos determinou-se a Assonm. A determinacdo de proteina foi realizada

conforme item 3.12.2.

3.9 Curva de crescimento do Bacillus sp. ES29

Para avaliagdo do crescimento e redugcéo do cromo, pelo Bacillus sp.
ES29, a bactéria foi crescida em caldo LB contendo 50 e 100 mg L™ de Cr(VI).
A incubacao ocorreu a 150 rpm e 30°C até a reducdo total do cromo no caldo
nutritivo. Em intervalos de 12 horas era realizada a contagem de células por
unidades formadoras de coldnia (UFC). Neste intervalo também era realizada a

quantificacdo do Cr(VI) presente no caldo de nutritivo.
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Para avaliar se a expressdo da enzima é induzida pela presenca do
cromo, o Bacillus sp. ES29 foi inoculado em caldo LB com 2 mg L™ de Cr(V1),
sendo este o pré-indculo. Com este foram inoculados caldo LB (500 mL) com 1
mg L™ de Cr(VI) e sem cromo e incubados a 150 rpm e 30°C. Apds 8, 16 e 24
horas foram obtidos o extrato celular e quantificado a proteina e a atividade de

cromo redutase.

3.10 Determinagcdo das condi¢cfes Otimas para obtencdo da
enzima

Para otimizar a obtencdo da enzima foram realizados testes para
determinar o melhor tempo de sonicacdo para o rompimento das células uma
vez que, este processo gera calor, o que pode desnaturar as proteinas. Este
teste foi realizado a partir da inoculacédo de um litro de caldo LB com o Bacillus
sp. ES29. Apbs a obtencdo das células por centrifugacdo a 8000 rpm por 5
minutos a 4°C, estas foram lavadas duas vezes com tampao fosfato (50 mM pH
7,0) e ressuspendidas em 20 mL do mesmo tampédo. Para a sonicacdo em
banho de gelo foi aplicada a poténcia de 35 W, variando-se o tempo de
sonicacao de 20, 40, 60 e 100 segundos. A cada vinte segundos de sonicacao
era realizada uma pausa de um minuto para o resfriamento da sonda. As
fracbes obtidas em cada intervalo foram centrifugadas e o sobrenadante
avaliado quanto a atividade de cromo redutase e quantificacdo de proteina.

Para avaliar o efeito das concentracfes de 50 e 100 mM de tampéo
fosfato (pH 7,0) na conservacdo da atividade enzimatica durante a sonicacgao,

as ceélulas do Bacillus sp. ES29 foram removidas do caldo LB por centrifugacéo
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e ressuspendidas nas duas concentracbes de tampdo fosfato. Apds a
sonicacao quantificou-se a atividade de reducéo do cromo.

Foi verificado também o efeito destas duas concentracdes de
tampéao fosfato na mistura de reacdo enzimatica. Para isso, as células foram
rompidas e ressuspendidas em tampéao fosfato (50 mM, pH 7,0). A reacédo foi
feita com 0,8 ml de tamp&o fosfato (50 e 100 mM pH 7,0) com 1 mg L™ de
Cr(VI), sendo a reacao iniciada com adicao de 0,2 ml do extrato celular e 0,2
mM de NADH. Apés quinze minutos de incubacdo a 30°C, adicionou-se s-

difenilcarbazina e apds dez minutos determinou-se a Assonm.

3.11 Purificacdo da enzima redutora de cromo do Bacillus sp.
ES29

O experimento foi realizado em frascos de erlenmeyer de 1,5 litros
contendo 500 mL de caldo LB (pH 7,0) e 2 mg L™ de Cr(VI). O volume total do
mostro era de seis litros. O meio de cultivo era inoculado com 1% do pré-
in6culo, o que correspondia a Asoonm de 0,6 e incubado por 16 horas, a 150 rpm
e 30°C.

Apds o crescimento, a obtengdo do extrato celular para a purificagéo
foi realizada por centrifugacdo do caldo a 5000 rpm, por 5 minutos, a 4°C. As
células obtidas foram ressuspendidas em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0)
lavadas duas vezes no mesmo tampéao e entdo sonicadas em banho de gelo,
com dois pulsos de 20 segundos a 35 W. Depois do rompimento celular foi
realizada a centrifugacao a 10000 rpm por 45 minutos para a retirada de restos

celulares. O sobrenadante foi filtrado com membranas filtrantes de 45 um, pois



29

segundo Camargo et al. (2003b), a fracdo de atividade redutora esta presente
apenas no citosol celular. Em todos os passos de purificacao foram realizadas
as avaliacfGes de concentracdo de proteina e atividade de cromo redutase.

O primeiro passo de purificacdo foi realizado com a precipitacdo
fracionada com sulfato de aménio, utilizou-se o extrato celular obtido conforme
descrito acima. As faixas de saturacao utilizadas foram: 45 a 75%, 55 a 75% e
65 a 75%. O experimento foi conduzido sob condicbes de refrigeracdo e
agitacdo. As quantidades de sulfato de amdnio adicionadas para cada etapa da
precipitacdo foram calculadas com base no volume de extrato celular sujeito a
precipitacdo, segundo Scope (1992).

Apoés a adicdo da quantidade de sulfato de aménio adequada para
cada etapa da precipitacdo fracionada, foi realizada a centrifugacdo da amostra
a 10000 rpm por 45 minutos, a 4°C, e o precipitado ressuspendido em 5 ml de
tampéao fosfato (50 mM, pH 7,0). Para a retirada dos sais as fracbes foram
dialisadas com membrana de didlise em tampéao fosfato (50 mM, pH 7,0), em
agitacao, a 4°C, por 24 horas. Cada etapa de precipitacdo dialisada foi avaliada

qguanto a atividade de cromo redutase e proteina.

3.11.1 Analise cromatografica

A fracdo com maior atividade, na etapa de precipitacdo e dialise foi
submetida a cromatografia de gel filtracdo. Esta técnica separa as moléculas
em solucdo de acordo com seu tamanho através da passagem pela matriz
cromatografica, sendo que as moléculas de maior peso molecular sédo eluidas

mais rapidamente do que as moléculas de baixo peso molecular. A resina
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utilizada foi a Sephadex G-25 (Pharmacia), com limite de exclusdo de 5 kDa.
Sua preparacao foi realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante e
acoplada em uma coluna de 70 cm de comprimento e 5 cm de diametro
(Sigma). Para avaliar o tempo de retencdo, ou seja, 0 tempo necessario para
qgue as primeiras proteinas fossem eluidas da coluna, foi colocada na coluna
uma solucdo com blue dextran (alto peso molecular). Assim pode-se
determinar que o tempo de retencédo para esta coluna era de 30 mL.

Para a cromatografia foi adicionado um volume maximo de 7 mL e
eluida com tampéo fosfato 50 mM e pH 7,0. Apos a aplicacdo da amostra, as
primeiras fracbes eram coletadas apo6s eluido 25 mL (um pouco antes das
primeiras proteinas serem eluidas) com um coletor de amostra automatico
(BioRad Model-110). Um total de 30 fracbes de 1,8 mL foram coletadas de
cada coluna de gel filtracdo, sendo determinada a atividade enzimética e a
quantidade de proteina para cada fracdo. As fracBes com atividade enzimatica
de interesse neste trabalho foram agrupadas e novamente analisadas, como
descrito acima, e submetidas ao passo seguinte de purificacéo.

O conjunto das fracbes com atividade enzimatica na cromatografia
de gel filtracdo foram submetidos a cromatografia de interacdo hidrofébica.
Este tipo de cromatografia baseia-se nas propriedades hidrofobicas das
proteinas, que devem ser colocadas na presenca de elevada concentracdo de
sulfato de amonio, o qual aumenta a entropia da agua, aumentando, assim as
interacOes hidrofobicas, além de estabilizar as proteinas. O isolamento seletivo
de biomoléculas ocorre através das propriedades dessas de unirem-se

reversivelmente a ligantes especificos. Na presenca de elevadas
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concentracdes de sal, a matriz da coluna impede a passagem de porcfes das
proteinas hidrofébicas. Pode-se controlar a separacao de diferentes proteinas
através de um gradiente.

A matriz utilizada foi a Octyl Sepharose 4 fast flow (Amersham), que
foi acomodada em uma coluna de 8,5 cm de comprimento e 3 cm de diametro.
A coluna foi equilibrada e eluida com tampao fosfato (100 mM pH 7,0).
Posteriormente a aplicacdo da amostra foi realizada um gradiente linear de
NH4SO,, formado através da combinacdo gradual do tampéo fosfato com um
tampéao fosfato com 1M de NH;SO,. Foi também adicionada a amostra uma
quantidade suficiente de NH;SO, para que esta ficasse com uma concentracéo
de 1M. Para este experimento foi conectada a coluna uma bomba de vacuo
(Pump P-1, Pharmacia), favorecendo a entrada da amostra e do tampéo com o
gradiente. Foram coletadas 25 fracfes de 1,5 mL e determinada a Azsonm €

atividade de cromo redutase em cada uma destas fracoes.

3.11.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A analise da amostra quanto a pureza e peso molecular foi realizada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme
descrito por Laemmli (1970). As amostras da fracdo precipitada com sulfato de
amonio, a fracdo da cromatografia de gel filtracdo e a fragcdo da cromatografia
de interacdo hidrofébica foram precipitadas com acido tricloro acético 10%,
lavadas com acetona P.A. e ressuspendidas em 50 uL de tampéo de amostra
(Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerol 1% de

Coomassie). A cada uma das amostras foi adicionado 10% de 2-
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mercaptoetanol para romper as ligacdes de pontes de dissulfeto causando a
desnaturacao da proteina, e estas colocadas em banho-maria a 100°C, por 5
minutos. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 7% e a
eletroforese foi realizada em cuba eletroforética com corrente de 20 mA. A
coloracdo foi realizada com a imersdo do gel em solugdo contendo Blue
Coomassie R-250 a 1%, metanol 40%, acido acético 10%, agua destilada 50%,
ficando nesta solucdo até o aparecimento das bandas. O marcador de peso
molecular é composto de miosina (200 kDa), beta-galactosidase (150 kDa),
albumina de soro bovino (66 kDa), ovalbumina (43 KDa) inibidor de

tripsina Soybean (20 kDa), lisozima (14 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

3.11.3 Determinacdo da temperatura e pH otimos de atividade
enzimatica

Com a fracdo de maior atividade, na precipitacdo com sulfato de
amonio foi avaliado o efeito da temperatura e do pH na atividade da enzima
precipitada. Foram avaliadas as temperaturas de 15, 20, 30, 40, 50, 60 e 70°C.
Para o teste de pH avaliou-se a atividade de cromo redutase no tampao fosfato
50 mM para pH 5,0, 6,0 e 7,0 e no tampéao Tris-HCI 50 mM para pH 7,0, 8,0,

9,0 e 10,0.

3.12 Técnicas analiticas
3.12.1 Determinacdo do cromo hexavalente
A deteccao de cromo(VI) foi realizada por colorimetria a 540 nm com

reagente de s-difenilcarbazina, segundo técnica de Bartlett & James (1979).
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Nesta técnica a reacdo do Cr(VI) com o reagente de s-difenilcarbazida produz
uma coloracdo rosa e possui limite de deteccdo de 5 pg L' Para as
quantificacdes foram realizadas diluicbes de 1/10, devido ao limite de deteccéo

da técnica.

3.12.2 Determinacao de proteina

Para a quantificacdo de proteina foi utilizado o método de Bradford
(1976), utilizando albumina de soro bovino como padrdo. Nas fragbes de
cromatografia a quantificacdo de proteina foi realizada em espectrofotdbmetro

com Asgo nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comparacdo de metodologias para isolamento de
microrganismos resistentes
As amostras de solo foram submetidas a duas técnicas de
isolamento para a obtencdo de microrganismos resistentes. Na técnica direta,
as amostras de solo foram diluidas em agua estéril e plagueadas em agar
nutritivo com K,Cr,0O;. Nas placas houve grande desenvolvimento de fungos
filamentosos, o que dificultou o isolamento de bactérias. Assim esta técnica
apresentou baixa eficiéncia neste estudo, uma vez que o objetivo era isolar
bactérias resistentes a Cr(VI). Optou-se entédo pela utilizacdo de outra forma de
isolamento: a técnica de enriquecimento. Nesta, as amostras de solo foram
colocadas em caldo nutritivo com K,Cr,O7 e realizado quatro transferéncias
antes do plaqueamento. Das cinco amostras de solo, foram isoladas 20
coldénias de bactérias morfologicamente distintas (Tabela 1). Esta técnica de
isolamento tem se mostrado eficiente para o isolamento de microrganismos

resistentes a cromo, em solos com histérico de contaminacao (Krishna & Philip,
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2005; Bader, et al., 1999, Camargo et al., 2005) e em lodo industrial (Cheung &
Gu, 2003). No presente trabalho, foi obtido um ndamero significativo de
bactérias resistentes a partir das amostras, tendo em vista que menos de 10%
das bactérias presentes no solo séo culturaveis.

TABELA 1: Concentracdo de cromo total nas amostras de solo e quantidade de

bactérias resistentes a 500 mg L™ de Cr(VI) (K,Cr,05), isoladas em
cada amostra.

Bactérias resistentes

Amostras de solo Cromo total (mg L™) isoladas

344
355
835
466
510

apbrhwnN -
ONOTN W

Pouco se sabe sobre as caracteristicas metabdlicas e a atividade
enzimatica dos organismos resistentes a cromo, assim o isolamento destes
microrganismos a partir de solo contaminado € uma possibilidade para o
desenvolvimento de estudos que visem esclarecer sua interagdo com oS
poluentes, e desta forma aplica-los em processos de biorremediacdo. Pal &
Paul (2004) descreveram o isolamento de 34 bactérias resistentes a cromo,
utilizando metodologia do isolamento direto, com diluicdo da amostra de solo e
plaqueamento em agar, com 200 mg L* de K,Cr,O;. A concentracdo mais
baixa de Cr(VI) propiciou o maior desenvolvimento de bactérias, porém estas
apresentaram resisténcia apenas a baixas concentracdes de Cr(VI).

A amostra de solo com 510 mg L™ de cromo total (amostra 5)
apresentou 0 maior numero de bactérias resistentes, equivalente a 5 isolados
ou 40% dos obtidos. As amostras de solo com maior concentracdo de cromo

total (amostras 5 e 3) apresentaram um numero maior de isolados (13 ou 65%)
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se comparados com as amostras de concentracdo mais baixas (amostras 1,2 e

4), onde foram isolados apenas 7 bactérias o equivalente a 35% das obtidas.

Isto indica que a presenca de altas concentracdes de cromo podem ter

exercido pressao seletiva no setindo de selecionar 0s organismos resistentes a

este metal que foi adicionado ao solo.

4.2 Caracterizagdo morfoldgica dos isolados

As caracteristicas morfolégicas das colbnias de bactérias obtidas a

partir de solo contaminado com cromo sédo apresentados na Tabela 2. A partir

das caracteristicas morfoloégicas das colbnias de bactérias resistentes foi

possivel observar diferencas morfolégicas entre os isolados indicando se tratar

de diferentes géneros.

TABELA 2: Caracteristicas morfologicas das col6nias das bactérias resistentes
a 500 mg L™ de Cr(VI1) (KoCr,0Oy) isolados de solo contaminado com

cromo.
Isolados Forma Elevacao Bordos Estrutura Cor
1 Puntiforme  Achatada  Ondulados Granulosa Incolor
2 Circular Elevada Lisos Lisa Pigmentada
3 Irregular Ondulada  Ondulados Rugosa Pigmentada
4 Irregular Ondulada Lobados Rugosa Incolor
5 Irregular Achatada  Ondulados Lisa Incolor
6 Irregular Convexa Lobados Rugosa Pigmentada
7 Circular Convexa Lisos Lisa Pigmentada
8 Puntiforme Elevada Ondulados Granulosa Pigmentada
9 Puntiforme  Achatada  Ondulados Granulosa Incolor
10 Circular Convexa Ondulados Lisa Pigmentada
11 Irregular Achatada  Ondulados Lisa Incolor
12 Circular Convexa Lisos Lisa Pigmentada
13 Irregular Convexa Lobados Rugosa Incolor
14 Puntiforme Elevada Ondulados  Granulosa Incolor
15 Circular Achatada Lisos Lisa Pigmentada
16 Circular Convexa Lisos Lisa Pigmentada
17 Puntiforme  Achatada  Ondulados Granulosa Incolor
18 Circular Convexa Lisos Lisa Pigmentada
19 Circular Elevada Lisos Lisa Pigmentada
20 Puntiforme Elevada Ondulados Granulosa Pigmentada
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4.3 Crescimento e atividade redutora do Cr(VI) pelos isolados
Para selecionar as bactérias mais eficientes na redugcdo do

cromo(VI), os 20 isolados foram crescidos em caldo nutritivo com K,;Cr,O; e
avaliadas a densidade 6tica e a concentracao final de Cr(VI) presente no caldo

de nutritivo, apos 24 horas de crescimento (Tabela 3).

TABELA 3: Reducdo do cromo pelas bactérias isoladas apds 24 horas de

crescimento em caldo contando 250 mg L™ de Cr(V1) (K.CrO-).

Isolados  Amostrade  Concentragéo Reducéao Densidade
solo restante (%) otica (Asoonm)
de Cr(VI) (mg L™
1 1 195,8 22 0,980
2 1 164,5 34 0,838
3 1 194,4 22 0,835
4 2 229,6 8 0,540
5 2 174,6 34 0,835
6 3 1146 54 1,730
7 3 240,2 4 0,440
8 3 176,4 29 0,762
9 3 166,7 33 0,808
10 3 210,2 16 0,619
11 4 104,5 58 1,115
12 4 96,1 62 1,980
13 5 210,8 16 0,427
14 5 194,7 22 0,819
15 5 198,2 21 0,721
16 5 100,9 60 1,440
17 5 188,5 25 0,460
18 5 102,4 59 1,350
19 5 238,4 5 0,422
20 5 90,9 64 1,840
Sem in6culo - 249,6 - -

Em todos os testes foram utilizados caldos sem a presenca de

microrganismo (controle), para verificar a ocorréncia de reducéo ndo biologica,
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porém isto ndo foi observado em nenhum experimento. Para as analises de
densidade otica e concentracdo de Cr(VI) foram realizadas diluicdes de 1/10,
devido ao limite de deteccao da técnica de s-difenilcarbazida.

Entre os isolados, apenas trés apresentaram reducdo do cromo
abaixo de 10% do inicial (Tabela 3), onze isolados apresentaram reducéo
acima de 15 % e seis reduziram acima de 50 % do Cr(VI), ou seja, reduziram
mais de 125 mg L™ em 24 horas. Os isolados que apresentaram a maior
densidade Optica apds 24 horas de crescimento em caldo com K,Cr,0O7 foram
os isolados 6, 12 e 20, e 0s que apresentaram menor crescimento foram os
isolados 4, 7, 17 e 19. Os outros isolados apresentaram um valor similar de
DO. Assim, as maiores percentagens de reducdo do Cr(VI) foram dos isolados
que apresentaram DO elevada. As bactérias mais eficientes na reducéo
(capazes de reduzir acima de 50% do cromo) foram os isolados 6, 11, 12, 16,
18 e 20. Este ultimo isolado foi o mais eficiente na reducéo, transformando
64% do Cr(VI) a Cr(lll) e foi obtido da amostra de solo com maior concentracéo
de cromo total.

E possivel observar com este teste que as bactérias foram capazes de
tolerar esta concentracdo de cromo, porém apresentam mecanismos diferentes
de tolerancia, uma vez que nem todas foram capazes de reduzir o Cr(VI) como
observado nos isolados 4, 7 e 19. Entre 0os mecanismos de resisténcia a
elevadas concentracfes de cromo pode-se citar o acumulo intracelular, que foi
observado em muitos fungos filamentosos e bactérias (Dénmez & Kocberber,
2004; Vala et al., 2004) e a baixa absorcdo (Betzabe et al., 2002). O

mecanismo de reducédo enzimatica do Cr(VI) a Cr(lll) tem sido observado em
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bactérias, sendo associado a presenca de enzimas redutases (Camargo et al.,
2003b; Dermou et al., 2005). Os isolados 6, 11, 12, 16, 18 e 20 foram os que
apresentaram maior capacidade de reducdo do Cr(VI), sendo selecionados
para outros testes.

O isolamento de organismos resistentes a Cr(VI) tem sido relatado
por diversos autores. Pal & Paul (2004) isolaram microrganismos resistentes de
solo ndo contaminado com cromo. Porém estes microrganismos foram capazes
de crescer somente em meio solido contendo baixas concentracdes de Cr(VI).
Os organismos mais tolerantes descritos na literatura possuem a caracteristica
de terem sido isolados a partir de locais contaminados com cromo (McLean &
Beverige, 2001; Pattanapipitpaisal et al., 2001; Camargo et al., 2003a). A forma
de reducdo do Cr(VI) resisténcia pode ser um mecanismo natural do
microrganismo, entretanto em locais contaminados este mecanismo
provavelmente seja mais eficiente em vista da pressdo de selecdo exercida
pelo ambiente nas comunidades microbianas ali presentes. Apesar da alta
toxicidade do cromo, tem sido observado que alguns microrganismos Sao
tolerantes a este metal. Este fato pode favorecer seu desenvolvimento em um

ambiente como o solo em que a microbiota esta em constante competicao.

4.4 Avaliacdo das condicdes Otimas para a reducdo do
cromo(VI)

Os seis isolados mais eficientes na reducdo do Cr(VI) foram
selecionados para avaliar sua resisténcia a concentracdes crescentes de

Cr(VI), assim como o tempo de reducdo. Para avaliar o tempo de reducédo em
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baixas concentracdo de cromo(VI) as bactérias foram inoculadas em caldo
nutritivo contendo 2 mg L™ de Cr(VI). A concentracdo de Cr(VI) presente e a
DO foram determinados nos periodos de 0, 3 e 6 horas, seno realizadas
diluicdes de 1/10 (Figura 1). Todos os isolados apresentaram entre 3 e 6 horas

de incubacéo um rapido aumento da DO e reducao do Cr(VI).
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FIGURA 1: Crescimento (A) e reducao do Cr(VI) (B) pelos isolados em caldo
nutritivo com 2 mg L* de Cr(Vl) (dados sdo médias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padréo).
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A curva de crescimento dos isolados foi marcada por uma fase de
laténcia nas primeiras horas de incubacéo, apos este periodo todos os isolados
apresentaram uma fase logaritmica, sendo que os isolados que atingiram a
maior e a menor DO foram o 12 e o 18, respectivamente. Apés trés horas de
incubacéo foi possivel verificar que a DO néo havia atingido a fase logaritmica,
porém houve reducdo do Cr(VI) por todos os isolados. Os isolados 16 e 18
foram capazes de reduzir praticamente 100% do cromo adicionado ao caldo
nutritivo. Sook & Choi, (1997) também verificaram rapida reducdo do Cr(VI)
realizada por Pseudomonas aeruginosa HPO14, porém a reducdo nunca
atingiu limites ndo detectaveis com a técnica de s-difenilcarbazina.

O isolado 18 apresentou a menor DO apo6s 6 horas de incubacéo.
Foi observado por Pattanapipitpaisal et al. (2001) em estudo com
Microbacterium sp. que a diminuicdo da concentracdo do cromo nem sempre
acompanha o crescimento bacteriano, sendo que este organismo reduzia o
cromo presente no meio, mesmo sem haver elevado crescimento celular.

Os microrganismos resistentes a cromo possuem diferentes
mecanismos de tolerancia e nem sempre 0S organismos Sdo0 capazes de
realizar a reducdo do Cr(VI). Outras formas de resisténcia ja foram
demonstradas como a baixa absorcdo, a producdo de metalotioneina e o
acumulo intracelular (Blindauer et al., 2001). Estes mecanismos podem fazer
com que a concentracdo de cromo diminua no caldo de nutritivo sem que haja
a precipitacéo do Cr(Ill) no meio externo. Desta forma, observa-se que muitos

microrganismos sao resistentes a baixas concentracdes de Cr(VI), porém ha
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necessidade de avaliar o potencial de reducdo do metal em maiores
concentracdes, para a identificacdo dos microrganismos mais eficientes.

Na concentracdo de 100 mg L™* de Cr(VI), as anélises foram
realizadas apés 0, 12 e 24 horas de incubacéo. Houve reducdo do Cr(VI) e
crescimento por todos os isolados, sendo este similar entre os isolados. Na
fase de crescimento logaritmico ocorreu a reducéo total do cromo por todos 0s
isolados avaliados (Figura 2).

O isolado 16 apresentou a menor densidade oOtica apds 24 horas e
os isolados 6 e 20 apresentaram maior DO apds este periodo de incubacéo.
Em relacdo a atividade de reducéo do Cr(VI) todos apresentaram uma reducao
muito similar tanto no periodo de 12 quanto no de 24 horas de incubacdo, com
excecdo do isolado 6 que apresentou uma velocidade de reducdo um pouco
menor que os outros isolados em 12 horas de crescimento.

Todos os isolados foram eficientes na reducdo desta concentracao
de Cr(VI). Foi observado por Laxman & More, (2002), que o Actimonyces por
eles estudado, era capaz de crescer em meio contendo de 5 a 60 mg L™,
sendo que quando incubados na concentracdo de 50 mg L™ apenas 50% do
cromo foi reduzido mesmo apos 48 horas de crescimento. Assim, o0s isolados
deste trabalho mostraram-se mais eficientes na reducao do Cr(VI), que o citado
a cima.

Em concentracdes mais elevadas de Cr(VI) foi possivel observar que
a coloracdo do meio que inicialmente era laranjada, mudou para amarela, isto
provavelmente se deve a atividade microbiana na transformacédo do Cr(VI) a

Cr(lll), resultando na formacdo de hidroxido de cromo no meio externo. Esta
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observacdo foi também relatada por Bopp & Erhrlich (1988) e Komori et al.

(1990).
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FIGURA 2: Crescimento (A) e redugéao do Cr(VI) (B) pelos isolados em caldo
nutritivo com 100 mg L™ de Cr(VI) (dados sdo médias de duas

repeticdes e as barras representam o erro padréo).

Na concentracdo de 250 mg L™ de Cr(VI) foi observado crescimento

mais lento de todos os isolados provavelmente pela maior concentracdo do

cromo(Figura 3).
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FIGURA 3: Crescimento (A) e redugéao do Cr(VI) (B) pelos isolados em caldo
nutritivo com 250 mg L™* de Cr(VI) (dados sdo médias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padréo).

Nesta concentragcdo nem todos os isolados foram capazes de
reduzir 100% do cromo presente no caldo nutritivo. O microrganismo que
apresentou maior crescimento foi o isolado 12 e as menores DO foram obtidas

com os isolados 18 e 16. Em relacédo a reducédo do cromo, foi observada uma

diminuicdo acima de 90% da concentracdo inicial para os isolados 6, 12 e 20.
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Concentracdes mais elevadas aumentam o tempo necessario para a
reducao total do Cr(VI), sendo que apenas o isolado 20 foi capaz de reduzir
100% do Cr em 48 horas. Komori et al. (1990) demonstraram em seu trabalho
gue em concentracdes elevadas de Cr(VI) a velocidade de reducdo do cromo é
proporcional a densidade de células. Alguns autores atribuem a velocidade da
reducdo do cromo a sua concentracdo inicial (Shen & Wang, 1993; Wang &
Xiao, 1995; Pattanapipitpaisal et al., 2001), uma vez que a reducdo completa
ocorre apenas em concentracdes baixas do metal. Neste trabalho isto ndo foi
observado uma vez que o isolado 20 foi capaz de reduzir totalmente 250 mg L™
de Cr(VI) presente no caldo nutritivo. Devido a ocorréncia de crescimento de
todos os isolados nesta concentracdo, estes foram submetidos a uma
concentracdo mais elevada visando determinar a concentracdo inibitéria de
crescimento.

O crescimento celular n&o foi inibido pela presenca de 500 mg L™ de
Cr(VI), porém foi ainda mais lento que na concentracdo anterior testada [250
mg L™ de Cr(VI)] e a quantidade de Cr(VI) reduzida menor (Figura 4). A maior
DO e reducédo foi novamente obtida com o isolado 20, seguido dos isolados 6 e
12, que também apresentaram grande atividade de reducdo do cromo nesta
concentracdo. Foi observada uma menor taxa de crescimento nas 12 primeiras
horas, provavelmente pela diminuicdo da viabilidade celular, devido a toxidez
do Cr(VI) que aumenta o tempo necessario para adaptacdo celular ou reparo

do DNA.
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Apoés 24 horas de incubacgéo, o crescimento ndo apresentou grande
alteracdo em relacdo as concentracées mais baixas de Cr(VI), porém nenhum
dos microrganismos avaliados foi capaz de reduzir 100 % do Cr(VI) presente
no caldo nutritivo. Entre os isolados destaca-se 0 20 que apresentou maior DO
e reducao do Cr(VI) sendo este reduzido a praticamente 80% da concentracéo
inicial. O isolado 11 apresentou a menor redu¢do, mas ndo a menor DO. Esta
bactéria apresentou a segunda maior DO, demonstrando que é resistente a
esta concentracdo, porém seu mecanismo de resisténcia talvez ndo tenha sido
de reducéo.

Basu et al., (1997) relatam que a maioria dos microrganismos de
solo do género Actimomyces por eles isolados apresentava resisténcia acima
de 500 mg L™ de cromo, porém apenas em agar. Deve-se observar que estes
isolados foram capazes de crescer nesta concentracdo em caldo, onde a
toxicidade do cromo é maior por estar mais disponivel e sollvel, sendo
rapidamente transportada para o citoplasma celular.

Apenas trés isolados foram capazes de crescer em caldo nutritivo
contendo 750 mg L™ de Cr(VI) (Figura 5), sendo entdo esta concentracdo
limitante para o crescimento dos outros isolados. Neste experimento as
analises foram realizadas em um periodo de incubacéo de 48 e 96 horas.

Foi observado na avaliagdo apdés 96 horas uma menor reducdo do
Cr(VIl). O isolado 20 foi novamente o que apresentou maior capacidade de
reducdo, porém ela foi de apenas 40 % da concentracéo inicial, ndo houve
crescimento destes trés isolados em concentracdes mais elevadas. Entre os

microrganismos estudados, a literatura relata a resisténcia as concentracdes de
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10 a 1500 mg L™ de Cr(VI) (Bopp et al., 1983; Losi and Frankenberger, 1994b;

Basu et al., 1997; Cervantes et al., 2001; McLean & Beverige, 2001; Camargo

et al., 2003b).
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Alguns fatores influenciam a taxa de crescimento e a capacidade
dos microrganismos em reduzir o Cr(VI), entre estes fatores foram testados pH
do caldo nutritivo e a temperatura de incubacdo. De modo geral os isolados
cresceram na faixa de 5,0 a 9,0 e reduziram o cromo na faixa de pH de 5,0 a
90,0 (Figura 6), demonstrando capacidade de adaptacdo as variacoes
ambientais. Para esta adaptacdo o microrganismo deve ser capaz de manter o
pH intracelular em torno de 7,5 ndo importando o pH do caldo de crescimento,
isto ocorre pela extrusdo ou absorcdo de prétons pela célula microbiana.
Variacbes do pH no caldo nutritivo causaram efeito no crescimento dos
isolados. Os pH 5,0 e 10,0 foram os que mais afetaram negativamente o
crescimento das bactérias. A DO foi similar para todos os isolados em pH 6,0,
sendo que o aumento do pH para valores de 7,0, 8,0 e 9,0 estimularam o
crescimento dos isolados 20 e 11.

Os isolados que apresentaram maior sensibilidade as variacfes, em
relacdo a reducao do Cr(VI) foram o 11 e o 18. Este ultimo isolado néo foi
capaz de reduzir 100% do cromo presente em nenhum pH. Os demais isolados
apresentaram reducéo do Cr(VI) também em pH mais béasicos, demonstrando
adaptacéo a elevadas concentracdes de H*. O isolado 20 reduziu o Cr(VI) em
todos os pH, a excec¢do do pH 10,0, onde a transformacdo do cromo foi

reduzida para todos os isolados.



50

—e— [solado 6
S 03 | —Oo— Isolado 11
_c;) —w— Isolado 12 A
\5 —A— |solado 16
—=&— |solado 18
% 0,2 —o— Isolado 20
(v]
=
.
) 0,1 r
(@)
o 0,0 1 1 1 1 1 1
>
—~ 100 |
S
| -
@) 80
®]
S 60t
@]
T
On
c 40 +
| -
)
S 20F
(&
P B
8 O B 1 1 1 1 1 1
5 6 7 8 9 10

FIGURA 6: Influéncia do pH no crescimento celular (A) e na reducdo do
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horas de incubacdo (dados sdo médias de duas repeticoes).

Wang et al. (1990) demonstraram que a bactéria redutora de cromo

Enterobacter clocae apresentou a reducdo somente em anaerobiose, sendo

inibida a pH 50 e 9,0. Losi et al. (1994a), reportaram bactérias cromo
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resistente, com seu crescimento e reducao 6tima em pH 7,0 e 7,8 sendo por
eles observado que a variacdo do pH no caldo nutritivo tem grande efeito na
reducdo do cromo. Foi observado neste trabalho e no de Camargo et al.
(2003a) que para a maioria dos isolados o pH 6timo de crescimento esta
relacionado com o pH de maior reducdo do cromo. Isto talvez possa ser
associado com um numero de células responsaveis pela reducdo, ou que
somente apoés a reducéo do Cr(VI) no pH ideal ha diminuicdo da concentracéo
deste metal favorecendo o crescimento dos microrganismos. Outro fator a ser
considerado é que se a reducao é mediada por enzimas, podem ser altamente
vulneravel a fatores ambientais, sendo sua atividade inibida ou até destruida
por calor excessivo ou variacdes no pH, sendo esta sensibilidade variavel para
cada enzima.

Para avaliar o efeito da temperatura no crescimento e reducédo do
Cr(VIl) foram testadas variacbes de 25, 30, 35 e 40°C (Figura 7). Na
temperatura de 35°C, houve inibicdo do crescimento de trés isolados e esta
inibicdo se estendeu para todos os isolados a 40°C. O isolado 20 apresentou
maior DO em todas as temperaturas avaliadas. Em 30°C foram obtidas as
maiores DO para todos os isolados, porém ndo as melhores reducdes.
Praticamente todos apresentaram as maiores DO nas temperaturas de 25, 30 e
35°C sendo que o isolado 18 apresentou baixa DO a temperatura de 25°C.
Houve reducdo do Cr(Vl) acima de 75% por todos os isolados nas
temperaturas de 25, 30 e 35°C. Camargo et al. (2003a) também avaliaram os

efeitos da variagcdo de temperatura na reducdo do cromo, obtendo como



52

temperatura 6tima para a reducédo do cromo(VI) de 30°C. Ja Losi et al. (1994a)

encontraram como temperatura 6tima para seus isolados de 30 a 37°C.
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A temperatura é um importante fator para o crescimento microbiano,
uma vez que todos os processos de crescimento celular sdo dependentes de
reacdes quimicas que sao afetadas pela temperatura. Efeitos no crescimento
microbiano afetam diretamente as rea¢des enzimaticas necessdarias para a
reducdo do Cr(VI). Porém as variagcbes de temperatura tiveram menor
influéncia na atividade de reducéo do cromo se comparadas com as variacoes
de pH. O isolado 18 foi 0 mais sensiveis a variacdes de pH e temperatura, ndo
apresentou reducdo significativa de cromo nos pH 5,0, 9,0 e 10,0 nem em
temperatura de 40°C, tendo como condicfes 6timas pH 7,0 e 35°C.

A capacidade de reducdo de 100% do cromo presente no caldo
nutritivo do Cr(VI) pelo isolado 20 foi observado nos pH de 5,0 a 9,0, (neste
altimo pH foi observada a maior DO) sendo inibida sua atividade de reducao
apenas em pH 10,0. A atividade 6tima de reducdo do Cr(VI) deste isolado
ocorreu em pH 7,0, 8,0 e 9,0 e na temperatura e 25 a 35°C. Demonstrando
grande adaptacdo a estes dois fatores ambientais, 0 que o torna promissor
para futuros estudos de biorremediacéo.

Através dos experimentos realizados até o momento foi possivel
observar que o tempo de reducdo do Cr(VI) esta estreitamente relacionada
com a concentracdo deste metal e com fatores ambientais tais como pH e
temperatura. A Tabela 4 resume as condi¢cdes Otimas de temperatura e pH,
assim como a capacidade de cada isolado na reducdo do Cr(VI) em sua
condicéao ideal.

E de grande importancia a presenca de microrganismos gque possam

atuar reduzindo o Cr(VI) em uma ampla faixa de pH, visto que muitos efluentes
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contaminados com este metal podem apresentar valores de pH bastante
amplos. Desta forma, a reducao bioldgica pode ser uma vantagem por ocorrer
em diferente pH e temperatura, além de ndo necessitar de grandes

guantidades de energia ou reagentes quimicos.

TABELA 4: Reducdo de 50 mg L* de Cr(Vl) nas condices 6timas de
crescimento.

Isolados pH do caldo Temperatura de Atividade de reducéo
nutritivo incubacéao °C do Cr(VI) %
6 7,0 25-35 100
11 8,0-9,0 25-35 100
12 7,0 25-35 100
16 6,0 35 100
18 7,0 35 65
20 5,0-9,0 25-35 100

4.5 Efeito de ions e doadores de elétrons sobre a atividade
enzimética dos isolados

Para este teste utilizou-se o extrato celular dos isolados para a
avaliacdo do efeito de ions na atividade enzimética de redugcdo do Cr(VI).
Como doadores de elétrons foram testados glicose (0,5 mM) e glicerol (1% v/v)
e como inibidores, os ions de Cu*?, Mg*?, Hg*?, Mn*?, Na* (1 mM) e NH** (10
mM). Foram testados os seis isolados mais eficientes na redugcéo do cromo e o
Bacillus sp. ES29, isolado por Camargo et al. (2003a).

Os isolados apresentaram caracteristicas diferentes quanto a
reducdo do Cr(VI) na presenca de ions. A maioria os isolados foram
estimulados por Cu e a atividade de todos foi totalmente inibida por NH™. Este
inibidor foi testado para avaliar sua interferéncia na atividade enzimatica porque

seria utilizado posteriormente para a purificacdo da enzima redutora de cromo,
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sendo constatado neste teste que a presenca de altas concentracdes deste sal
pode desestabilizar a enzima impedindo seu funcionamento. Os demais ions
nao estimularam a atividade dos isolados e alguns foram inibitérios.

Foi verificada a dependéncia de NADH como doador de elétrons para a
reducao de Cr(VI) por todos os isolados. A exigéncia desta coenzima para a
atividade enzimatica tem sido relatada por diversos autores (Shen & Wang,
1993; Campos et al.,, 1995; Park et al., 2000; Woo et al., 2005). Segundo
Suziki et al. (1992) o NADH atua como doador de elétrons para atividade
enzimatica formando o intermediario Cr(V), que aceita mais dois elétrons de
outras duas moléculas da mesma coenzima para formar Cr(lll). Para avaliar a
reducdo ndo enzimatica, pela presenca de NADH, foram feitas reacfes apenas
com a adicdo da coenzima e na auséncia do extrato celular, ndo sendo
observada reducao significativa de Cr(VI), o que indica que a atividade de
reducao do Cr(VI) é devida a acdo de enzimas presentes no extrato celular dos
isolados.

Na Figura 8 é possivel observar o efeito dos doadores de elétrons e
do cation monovalente na atividade enzimatica de reducdo do cromo pelos
isolados. A adicdo de doadores de elétrons e a presenca do cation
monovalente nao inibiram a atividade enzimatica do Bacillus sp. ES29. A
presenca do glicerol causou inibicdo na atividade enzimatica dos isolados 6,
11, 12, 16, 18. Ja a presenca de glicose foi mais inibitoria para o isolado 11,
que causou perda de praticamente 80% da atividade, porém os isolados 6, 12,
apresentaram uma inibicdo menor do que a causada pelo glicerol. A presenca

de doadores de elétrons estimulou a atividade enzimatica para o isolado 20 e
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para o Bacillus sp. ES29. A adicdo do cation monovalente afetou
negativamente a atividade de todos os isolados, sendo os mais sensiveis a
este ion os isolados 11 e 12. Esta forte inibicdo da atividade pela presenca de
sulfato de sédio, ndo foi observada por Keyhan et al. (2003), onde a atividade
do isolado avaliado por estes pesquisadores ndo sofreu alteracdo pela adicédo

deste ion.
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FIGURA 8: Efeito dos doadores de elétrons e do cation monovalente na
atividade enzimatica de reducdo do cromo (VI). Os valores
expressos em porcentagem sao referentes a atividade do extrato
celular de cada isolado considerado como 100% (dados séao
médias de duas repeticbes e as barras representam o0 erro
padrao).

Na Figura 9 sao apresentados os efeitos causados na atividade
enzimatica dos isolados pela adicdo de cétions divalentes. Em relacdo ao

Bacillus sp. ES29, esta bactéria apresentou a maior atividade de reducado
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enzimatica e a menor inibicdo pela presenca dos ions testados se comparado
com os outros 6 isolados. A presenca sulfato de cobre estimulou a atividade de
reducdo, sendo esta 60% maior que o controle. Este estimulo foi observado
com adicdo de cloreto de cobre por Camargo et al. (2003b) e Keyhan et al.
(2003), onde a atividade de reducédo do Cr(VI) pelo microrganismo avaliado foi

estimulado pela adicdo de sulfato e cloreto de cobre.
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FIGURA 9: Efeito dos cétions divalentes na atividade enziméatica de reducéao do
cromo (VI). Os valores expressos em porcentagem sao referentes a
atividade do extrato celular de cada isolado considerado como
100% (dados sd@o medias de duas repeticbes e as barras
representam o erro padrao).

A atividade de reducao do Cr(VI) pelo isolado 6 nédo foi estimulada
pela presenca de ions, as maiores inibicbes ocorreram pelo mercurio e

magnésio (72%) seguidas por sédio e manganés, ja a presenca de ion Cu ndo
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apresentou efeito na atividade, isto também foi observado por Park et al.
(2000), onde a adicdo de 5 a 25 mM deste ion ndo afetava atividade de
reducdo do Cr(VI) pelos seus isolados. Isto indica que a enzima responsavel
pela reducdo co Cr(VI) no isolado 6 possa ser diferente daguela presente no
Bacillus sp. ES29. Conforme estudos de Park et al. (2000), Ackerley et al.
(2004) e Wood et al. (2005) as bactérias resistentes a Cr(VI) apresentaram
diferentes enzimas com capacidade de redu¢do do cromo, sendo observado
por estes pesquisadores a presenca de flavoproteinas em Pseudomonas putida
e Escherichia coli, quinona redutase em Pseudomonas putida e N-etilamina
redutase em E. coli, respectivamente, sendo estas atribuidas a atividade de
reducao do Cr(VI).

A atividade do isolado 11 nado foi estimulada pela presenca de
nenhum ion testado. Pelo contrario, sua atividade foi inibida pelos ions, sendo
praticamente suprimida pelo Mn e Na. Por outro lado este isolado apresentou
baixa inibicdo da atividade na presenca de Hg e Mg. A inibicdo da atividade
pela presenca de ions foi relatada por Pal & Paul (2004), estes pesquisadores
observaram grande diminuicdo da atividade do Bacillus sphaericus AND303 na
presenca de cations divalentes. Ao contrario dos demais isolados, a presenca
do Cu inibiu a atividade do isolado 11. Ohtake et al. (1987) demonstraram o
efeito inibitério deste ion na atividade de cromo redutase, onde a adicéo de 0,5
mM de Cu diminuiu a reducdo do Cr(Vl) em 32% no organismo por eles
avaliado, a reducao estava associada a uma proteina de membrana que atuava
em condicdo anaerobia. Estes resultados confirmam a idéia da existéncia de

varios tipos de enzimas com capacidade de reducéo do Cr(VI).
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A atividade de reducdo do cromo pelo extrato celular do isolado 12
foi inibida pela presenca dos ions, com excecdo do Cu que praticamente nao
alterou a atividade enzimatica. Um pequeno aumento na atividade enzimatica
também foi observada por e McLean & Beveridge (2001) em bactérias do
género Pseudomonas com a adicdo de 0,4 mM deste ion na reacéo.

A atividade enzimatica dos isolados 16 e 18 foi similar, houve
estimulo pela presenca de Cu e inibicdo pelo mercurio, sendo que para o
isolado 16 a presenca deste ion suprimiu a atividade enzimatica. Porém a
inibicdo do isolado 18 foi menor por Hg do que a causada pelo Mg. A forte
inibicdo causada pelo Hg e pelo sulfato de aménia era esperada para todos 0s
isolados, uma vez que o sulfato de aménia pode desestruturar a conformacao
das proteinas o que resulta no rompimento das pontes de hidrogénio e
dissulfeto, que dao a conformacéo tridimensional das proteinas. O Hg tem forte
atracdo por grupamentos com SH o que resulta na inativacdo da proteina por
alterar seu centro ativo. Este efeito inibitorio foi relatado em Pseudomonas
putida por Ishbashi et al. (1990).

O isolado 20 apresenta grande capacidade de resisténcia e reducéo
do Cr(VI). Verifica-se que esta atividade foi levemente inibida pela presenca de
todos os ions, porém a inibicdo por Mg e Mn foi maior que a observada para o
Bacillus sp. ES29. Entre os isolados testados, o 20 foi o que apresentou maior
atividade enzimatica pela presenca de Cu superando a do controle em quase
80%. O mecanismo pelo qual este ion estimula a agcdo enzimatica ainda nao é
clara. Porém o cobre € um metal de transicdo, que compdem o grupo prostético

de muitas enzimas redutase. Sao propostas algumas formas de atuacao deste
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metal, como protecdo durante o transporte de elétrons, e, em alguns casos,
transporte de elétrons entre subunidades da proteina (Abe et al., 2001).

A reducdo do cromo pelas células eucaribticas ocorre principalmente
por acdo de redutores ndo enzimaticos como o acido ascorbico. As células
procarioticas normalmente ndo produzem este acido, sendo a glutationa seu
principal redutor ndo enzimatico (Standeven & Wetterhahn, 1992). Porém esta
reducao € infima se comparada a reducao enzimatica realizada por organismos
resistentes. A enzima redutora de cromo é de grande importancia para 0s
organismos que a produzem, pois realiza a rapida reducdo do Cr(VI) a Cr(lll),
sendo este rapidamente eliminado para o meio externo, antes de interagir com
as macromoléculas, como DNA e proteinas, o que poderia acarretar em danos

a célula.

4.6 ldentificacdo de género dos isolados mais eficientes

Foram identificados os géneros dos seis isolados mais eficientes na
reducdo do Cr(VI), através dos testes bioquimicos propostos por Macffadin
(1980) apresentados na Tabela 5. Tendo em vista que estes isolados foram
obtidos a partir de amostras de solo, a identificacdo das espécies torna-se
dificil devida a pouca informacéo sobre as caracteristicas bioquimicas para a
identificacdo de microrganismos do solo.

O isolados 6 foi identificado como pertencente ao género
Aeromonas. As bactérias do género Aeromonas também tém sido relatadas
como degradadoras de compostos organicos. Goud et al. (2003) relataram o

isolamento de bactérias deste género a partir de residuos da industria de
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petréleo e caracterizaram sua capacidade de metabolizar compostos organicos
e resisténcia a metais pesados como cobalto, cobre, mercuario, molibdénio,
zinco e chumbo. Miranda & Castillo (1998) isolaram 172 bactérias deste género
a partir de agua de esgoto. Foi avaliada a ampla resisténcia destes isolados a
antibioticos e também ao cromo. Loukidou et al. (2004), testaram a retirada de
Cr(Vl) de um efluente utilizando um sistema de bioreator com Aeromonas
caviae através da sorcao deste metal as células bacterianas.

O isolado 11 pertence ao género Aureobacterium, que também ja foi
relatado com resisténcia e atividade de reducdo do Cr(VI) por Franscisco et al.
(2002), sendo por eles isolada uma Aureobacterium esteroaromaticum de lodo
ativado utilizado para tratamento de esgoto contendo metais pesados. Nao ha
relato na literatura de bactérias redutoras do cromo(VI) pertencentes ao género
Xanthobacter que refere-se ao isolado 12. Alguns trabalhos associam este
género a bactérias degradadores de poluentes organicos (Schwarzer et al.,
1998; Inguva et al., 1999).

Dois isolados, 16 e 18, sdo pertencentes ao género Agrobacterium.
Este género € conhecido por apresentar alguns microrganismos patogénicos,
causando infeccbes de raizes. Wang & Xiao (1995) isolaram uma bactéria
identificada como Agrobactrium radiobacter capaz de reduzir aerobicamente o
cromo(VI), utilizando a glicose como doador de elétrons. Porém neste trabalho
as duas bactérias deste género ndo utilizaram a glicose como doador de
elétrons, sendo sua atividade inibida pela presenca de 0,5 mM deste

carboidrato.
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TABELA 5: Testes morfolégicos e bioquimicos para identificacdo de género dos
isolados resistentes a Cr(VI).

Testes Isolados

bioquimicos 6 11 12 16 18 20
Colorag&o de gram 1 +2 - - - +
Coloracéao de i ] i ] ] N
esporos

Acido micodlico - - - - - -
Prova da gelatinase + - - - + +
Prova do amido - - - - - +
Prova da catalase + + + + + +
Producéo de S;H - - - - - -
Prova do indol - - - - - -
Motilidade + + + + + +
Prova da

fenilalanina ) i ) i i )
Teste de oxidase + + + - - &
Teste da glicose OYF°  inerte O O Inerte  OfF
Prova da Urease + - + - - -
Prova do nitrato + / + - - /
MacConkey + lac® - +lac +lac +lac -
VM - / / / / +
VP - / / / / +
Glicose +f +f - - - +f
Galactose +f - - - - +
Arabitol +f - - - - +
Xilose +f - - - - +
Manitol +f - - + + +
Frutose +f + - + + +
Sacarose +f - - - - +
Arabitol +f - - - - +
Género Aeromonas Aureobacterium Xanthobacter Agrobacterium Agrobacterium Bacillus

"Resultado positivo, “resultado negativo, ‘teste ndo realizado, “capaz de oxidar a glicose,

°capaz de fermentar a glicose, ®metabolizacéo da lactose, ‘fermentador da fonte de carbono.

O isolado 20, mais eficiente na redugdo do Cr(VI), foi identificado
como pertencente ao género Bacillus. Muitos microrganismos deste género tém
sido isolados com atividade de reducdo do cromo. Wang & Xiao (1995)
relataram o isolamento do Bacillus sp. obtido a partir de um solo contaminado,

sendo determinado sua atividade 6tima de reducao do Cr(VI) quando as células
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eram incubadas a 30°C e pH 7,0. Campos et al. (1995), Garbisu et al. (1995) e
Camargo et al. (2003a) também relatam a presenca deste género em solos

contaminados e a resisténcia a elevadas concentracfes de cromo.

4.7 Crescimento e reducédo do cromo(VI) pelo Bacillus sp. ES29

Camargo et al. (2003a) isolaram a partir de solo contaminado
bactérias capazes de crescer e reduzir Cr(VIl) nas concentracbes de 500 a
2500 mg L™. A bactéria capaz de crescer nesta elevada concentracédo de
cromo foi identificada por sequénciamento do gene RNA16S apresentando
mais de 98% de similaridade ao género Bacillus sp. e recebeu a denominacao
de ES29. Nenhum dos 20 microrganismos isolados neste trabalho foi tolerante
a estas concentracfes, sendo este organismo o0 que apresenta maior atividade
enzimatica na reducdo do cromo(VI), dentre os testados, sendo portanto
escolhido para as proximas avaliacdes.

Para avaliar o crescimento e a capacidade de reducéo do Cr(VI) pelo
Bacillus sp. ES29 foram realizadas curvas de crescimento, onde foram
adicionados 50 e 100 mg L™ de Cr(VI) (Figura 10 ).

Na presenca de 50 mg L™ de Cr(V) foi possivel observar uma fase
estacionaria de crescimento até o periodo de 24 horas, concomitantemente
ocorreu a rapida reducao do cromo. Apoés a reducdo de 80% do cromo a curva
entrou na fase de crescimento logaritmico. Comportamento similar foi
observado na concentracdo de 100 mg L™ de Cr(VI), demonstrando que a
maior atividade de reducdo do cromo ocorre antes da fase logaritmica, ou seja,

o Bacillus sp. ES29 reduz a toxicidade do cromo no meio, o que lhe permite
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aumentar a taxa de crescimento. Este comportamento torna esse
microrganismo potencial para a biorremediacdo, por realizar a reducdo do
Cr(VIl) antes da fase exponencial de crescimento. Esta atividade de rapida
reducdo e posterior crescimento exponencial ja foi relatado por

Pattanapipitpaisal et al., (2001).
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FIGURA 10: Crescimento e reducdo do cromo (VI) presente no caldo LB na
concentracéo de 50 mg L™ (A) e 100 mg L™ (B) pelo Bacillus sp.
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ES29 (dados sdo médias de trés repeticbes e as barras
representam o erro padrdo).

Em ambas as concentracbes houve a reducdo de praticamente
100% do cromo. O crescimento celular também néo foi alterado sendo que nas
duas concentracdes o numero de células, apés 48 horas de incubacao, foi
praticamente o mesmo. Wang & Shen (1997) relataram que durante a reducao
do Cr(VI) havia um decréscimo na densidade oOtica dos isolados, e que a
presenca de altas concentracBes do metal podem ter sido tdxicas para as
células devido a baixa capacidade metabdlica de reducdo das células. A
reducdo do Cr(VI) pelo microrganismo Enterobacter cloacae ocorre em maior
velocidade quando as células entram na fase de crescimento logaritmico, ou
seja para este microrganismo a reducao € proporcional ao numero de células
(Wang et al., 1990).

Para avaliar se a producdo da enzima € estimulada pela presenca
do cromo e avaliar o melhor tempo de incubacao para obtencdo da enzima foi
realizado uma curva de crescimento e, em intervalos determinados, as células
eram rompidas e avaliadas quanto a atividade de reducéao do Cr(VI). Conforme
mostrado na Figura 11, o crescimento celular tendeu a ser menor onde havia a
presenca de cromo no caldo LB indicando que a presenca do metal tendeu a
reduzir a taxa de crescimento das células. A maior atividade de redugdo do
Cr(VI) pelo extrato celular foi obtida apds 16 horas de incubacédo das células,
sendo este periodo utilizado para os proximos experimentos.

Foi possivel observar aumento da atividade de reducdo quando as
células eram crescidas em caldo LB com concentracdo baixa de Cr(VI), se

comparado com aquelas que cresciam apenas em caldo LB. A presenca do
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cromo pode ter estimulado a producédo da enzima, neste caso poderia se tratar
de uma enzima indutiva. A sua producdo na auséncia do cromo poderia ser
explicada pelo fato de que as enzimas indutivas sao produzidas em nivel basal,

mesmo na auséncia do fator de inducéo.

e

32 o

0,16 o
o

0,14 + “.'
(@)

124 ¢

s 012 r o
= =
O 0,10 =
5 416 ©
2 0,08 2
% [
2 0,06 | =
L >
a 0,04 | é/ O DOcaldo LB 1g 5
0 DO caldo LB + Cr(VI) o

0,02 ® Atividade caldo LB °

B Atividade caldo LB + Cr(VI) IS
0,00 1o ¢

1 1 1 -O

(O]

8 16 24 N

Tempo, horas

FIGURA 11: Atividade da enzima redutora de cromo durante o crescimento
celular com 2 mg L™ de Cr(VI) ou na auséncia do cromo (dados
sdo médias de duas repeticdes e as barras representam o erro
padrao).

Keyhan et al. (2003) avaliaram a capacidade de reducdo do Cr(VI)
para algumas bactérias descritas na literatura e observaram um aumento da

atividade enzimatica quando os microrganismos Pseudomonas putida KT2440

e Bacillus subtilis eram crescidos na presenca de Cr(VI) e ndo observaram
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aumento da atividade em Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens.
Ackerley et al. (2004) estudaram a inducdo da sintese enzimatica da enzima
redutora de cromato e observaram a inducdo enzimatica quando a
Pseudomonas putida KT2440 era crescida em caldo contendo Cr(VI). Isto foi
determinado por analise de Western immunoblot, que detectou um aumento da
producdo da proteina ChrR (redutora de cromo) quando o microrganismo

crescia na presenca do Cr(VI).

4.8 CondicOes Otimas para obtencdo da enzima

Para a obtencdo da fracdo celular que se encontra a atividade
enzimatica, as células sdo submetidas a sonicacdo em banho de gelo, uma vez
que se trata de uma enzima intracelular. Durante a sonica¢do, ocorre grande
liberacdo de energia, necessaria para o rompimento celular, e 0 aquecimento
gerado pode acarretar inativacdo e desnaturacdo da enzima de interesse. Foi
entdo avaliado o tempo de sonicagdo que possibilitasse a melhor atividade de
reducao do cromo. Para os calculos foi convencionado como 100% a atividade
de reducéo do cromo pelas células integras, e a Ultima sonicacdo, com a maior
concentracdo de proteinas como 100% de proteinas soluveis (Figura 12).

Com a aplicacdo de 20 segundos de sonicacéo, observou-se baixa
atividade enzimatica e concentracdo de proteinas, provavelmente devido a
pequena quantidade de células que foram rompidas. A sonicacdo em tempos
maiores de 60 segundos resultou em aumento da concentracdo de proteinas,
devido ao eficiente rompimento das células, porém baixa atividade enzimatica,

provavelmente devido a desnaturacdo das proteinas pelo calor. Desta forma,
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para obtencdo do extrato celular padronizou-se o tempo para sonicacdo de 40
segundos onde houve a maior atividade da enzima. Neste tempo de sonicacéo
foram obtidas menores perdas da atividade enzimatica, ainda que nem todas

as células fossem rompidas.
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FIGURA 12: Atividade de reducdo do Cr(VI) e conteudo de proteinas no
extrato celular do Bacillus sp. ES29 obtido apés diferentes tempos
de sonicacao (dados sdo médias de duas repeticoes e as barras
representam o erro padréo).

Outro fator avaliado foi a concentracdo de tampao fosfato utilizado
na lise celular e na mistura de reacdo para determinacdo da atividade

enzimatica (Figura 13). Em ambos os testes foi possivel observar que a

concentracdo de 50 mM de tampéo fosfato era mais eficiente em manter a

atividade enzimatica durante o rompimento celular, além de proporcionar maior
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atividade enzimatica na mistura de reacéo. Este fato talvez possa ser atribuido
a menor quantidade de ions sédio e potassio presentes neste tampédo, o que
em concentracdes mais elevadas pode ter interferido na atividade da enzima.
Nos trabalhos consultados, foi possivel observar a utilizacdo de diferentes
tampBes com baixa concentracdo como Tris-HCI (pH 7,0; 20mM), (Campos et

al., 1997; Neppel et al, 2000) e acido citrico-NaOH (pH 5,0; 50 mM) (Park et al.,

2000).
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FIGURA 13: Atividade de reducédo do Cr(VI) em diferentes concentracdes de
tampdo de lise e na mistura de reacdo para determinar a
atividade enzimatica de reducao do Cr(VI) pelo Bacillus sp. ES29
(dados sdo médias de trés repeticdes e as barras representam o
erro padréo).
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4.9 Purificacdo da enzima redutora de cromo do Bacillus sp.
ES29

O Bacillus sp. ES29 foi crescido em condi¢cdes otimizadas para a
obtencado da enzima redutora do cromo em caldo LB (pH 7,0), com 2 mg L™ de
Cr(VI), a 30°C, por 16 horas. O extrato celular obtido foi submetido a
precipitagdo fracionada com sulfato de amonia nas faixas de saturacao de 45 a
75%, 55 a 75% e 65 a 75%. As proteinas precipitadas em cada faixa de
saturacdo foram dialisadas e avaliadas quanto a quantidade de proteina soluvel
e atividade enzimatica.

Os valores de proteina e atividade enzimatica para cada faixa de
saturacao foram expressos em porcentagem, sendo o valor de 100% referente
ao extrato celular. Como se observa na Figura 14, a faixa de precipitacao de 45
a 75% apresentou uma recuperacao superior a 50% da atividade e acima de
60% de proteina da concentracdo inicial. Sendo esta faixa de saturagéo
utilizada para as proximas etapas de purificacdo. Nas faixas de 55 a 75% e 65
a 75% foi observado menor quantidade de proteina, porém a atividade foi muito
baixa, prejudicando a sua recuperacdo nos préximos passos de purificacao.

Esta técnica de purificagdo foi utilizada em outros trabalhos para a
obten¢éo da enzima redutora de cromo. Park et al. (2000) utilizaram a faixa de
saturacdo de 55 a 70% para a purificacdo da enzima produzida por
Pseudomonas putida. Porém, esta faixa de saturacdo pode eliminar proteinas
menores que ndo precipitam, sendo descartadas. Woo et al. (2005) purificaram
a partir do extrato celular de Escherichia coli uma enzima redutora de cromato.

No primeiro passo de purificacdo foi utilizado precipitacdo com sulfato de
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amonia na faixa de saturacdo de 35 a 65%, porém nesta faixa ocorre a
precipitacdo de grande parte das proteinas presentes no extrato celular, o que

pode dificultar a purificacdo devido ao excesso de proteina.
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FIGURA 14: Quantificacdo da atividade enzimatica e de proteina solivel em
cada etapa da precipitacdo fracionada com sulfato de amobnia
(dados sdo médias de trés repeticdes e as barras representam o
erro padréo).

Para verificar as condi¢cdes Otimas de atividade da enzima foi
utilizada a fracdo precipitada 45-75% de sulfato de amdnio. Foram realizados
testes de reducdo do Cr(VI) onde foram avaliados o pH da reacao (5,0 a 10,0)
e a temperatura de incubacéo da reacdo (15 a 70°C), na presenca da enzima e

na auséncia da enzima, para verificar a ocorréncia da reducdo ndo enzimatica,
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gue pode ocorrer em altas temperaturas, baixo pH e também pela coenzima
NADH. Tanto o pH (Figura 15) quanto a temperatura (Figura 16) tiveram forte
influencia na atividade enziméatica de reducédo do Cr(VI).

A concentracido de H" afeta a atividade enzimatica de vérias formas.
Um dos fatores a ser considerado € que 0 processo catalitico requer que a
enzima e o substrato tenham grupos cataliticos especificos em um estado
ionizado ou néo-inonizado, para poder interagir. O pH ideal para atividade
desta enzima foi pH 7,0 em tampéo fosfato, sendo que houve uma diminuicéo

de atividade neste pH em tampao Tris-HCI (Figura 15).

100 k —@— Reducdo (tampao Fosfato)
—— Reducéo (tampéo Tris-Hcl)
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FIGURA 15: Efeito do pH na atividade redutora de cromo presente na enzima
precipitada com sulfato de amoénia, e na reducdo nédo bioldgica.
Foram testados pH 5,0 a 7,0 em tampéao fosfato e 7,0 a 10,0 em
tampao Tris-HCI (dados sdo médias de trés repeticdes).
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Extremos de pH também podem levar a desnaturacdo da enzima,
pois a estrutura da molécula de proteina cataliticamente ativa depende do
carater ibnico das cadeias de aminoacidos, este fato pode explicar a baixa
atividade obtida em pH 5,0, 8,0, 9,0 e 10,0. Esta enzima possivelmente se trata
de uma enzima neutra, pelo fato de apresentar pH 6timo de 7,0.

A velocidade da reacdo aumentou com a temperatura até atingir
valor maximo, que ocorreu a 30°C (Figura 16). Este aumento na velocidade é
devido ao maior nimero moléculas com energia suficiente para atravessar a
barreira de energia e formar produtos da reacdo, ou seja, a reducéo do Cr(VI).
O aumento da temperatura a 40°C resultou em reducdo da atividade,
possivelmente pela desnaturacdo da enzima. Uma atividade relativa de 80%
ocorreu quando a temperatura de reacdo era de 20°C, sendo de grande
importancia para que esta enzima atue em temperatura ambiente.

As condi¢des Otimas de atividade desta enzima foram em 30°C e pH
7,0, sendo que nestas condicfes ndo ocorreu reducdo ndo enziméatica. Esta
enzima apresentou alta atividade em pH 6,0 e 7,0 e temperatura entre 20 e
30°C, o que reforca a possibilidade de atuacdo desta enzima em condi¢des
ambientais. Suzuki et al. (1992) determinaram como condi¢cdes Otimas para a
enzima redutora de cromo parcialmente purificada a temperatura de 40 a 70°C
e pH 6,0 a 9,0. A enzima do Bacillus sp.ES29 apresentou atividade em uma

menor faixa de pH (6,0 a 8,0), porém em temperaturas menores (25 a 30°C).
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FIGURA 16: Efeito da temperatura na atividade redutora de cromo presente na
enzima precipitada com sulfato de amoénia, e na redugdo néo
biolégica (dados sdo médias de trés repeticdes).

4.9.1 Cromatografia de gel filtrag&o

Com as proteinas precipitadas com sulfato de amonio na faixa de
saturacdo de 45-75% foi realizado uma cromatografia de gel filtragdo. Foram
coletadas 30 fragcbes de 1,8 mL. Observa-se na Figura 17, que as fracbes 3 a 9
apresentaram um grande pico de proteinas (ABS~3,000). Entre estas fracdes,
apenas as fracOes 6 e 7 foram agrupadas para realizagdo da cromatografia de

interacdo hidrofobica, pois apresentaram maior atividade de reducao do Cr(VI).
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A coluna de gel filtracdo, desta forma, mostrou-se uma boa ferramenta para a
purificacdo, pois conseguiu separar as enzimas de interesse (fracdes 6 e 7) das

demais proteinas (fracbes 3,4,5,8 € 9).

Q

®  Atividade de reducéao do Cr(VI) 18

3,0 1 1012 ®©

e ABS -~

2,5 - 1 0,10 I:

£ £

< 1 1008 5

g 20 TS
N

S 1.5 1 0,06 i

2 L =g

(j') | —

@)

2 1,0 - 1004 2

©

1 0,02 I%

0,5 ] ! On

5

©

0,0 - 1000 @

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

FracOes coletadas

FIGURA 17: Valores de atividade enzimética e absorbancia de cada fracdo
obtida na cromatografia de gel filtracdo das amostras precipitadas
com sulfato de aménio (dados sdo médias de duas repeticdes).

4.9.2 Cromatografia de interacdo hidrofébica

As fracbes com melhor atividade na cromatografia de gel filtracédo
foram submetidas a uma cromatografia de interacdo hidrofébica. Em testes
anteriores foi observado que a enzima de interesse possuia afinidade pelo
ligante da resina. Entdo foram aplicadas na coluna a amostra com sulfato de

amonio (1M) e apos eluicdo de 20 ml de tampéao fosfato, foi aplicado um

gradiente de sulfato de amoénio (0 a 1M ) e coletado 25 fracGes de 1,5 mL. Na
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Figura 18 € possivel observar que a enzima de interesse saiu nas primeiras
fracOes. Foi observado um pico de proteinas entre as fracbes 1 e 7, dentre
estas, as fracbes 4, 5 e 6 foram agrupadas pois apresentaram maior atividade
de reducdo do Cr(VI). Foram determinadas a concentracdo de proteina e

quantificacdo de atividade enzimatica de reducéo do Cr(VI).
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FIGURA 18: Valores de atividade enzimética e absorbancia de cada fracdo
obtida na cromatografia de interacdo hidrofébica das fracbes com
atividade na gel filtragdo (dados sdo médias de duas repeticoes).

Todos os passos para purificacdo parcial da enzima do Bacillus
sp.ES29 séo apresentados na Tabela 7. O processo de purificacdo realizado
resultou em aumento de 11 vezes na atividade especifica e um fator de

purificacdo de 11,22. Porém, estes valores sdo ainda baixos. O fator de

recuperacao obtido demonstra grande perda de atividade durante o processo
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de precipitacdo com sulfato de aménio (13,8) e durante a cromatografia de
interacdo hidrofébica (2,6). Isto pode estar associado a utilizacdo de sulfato de
amonio, que € um forte inibidor da atividade desta enzima. Este fato também foi
observado por Campos et al. (1997), que atribuiu o baixo rendimento obtido a
instabilidade causada pela grande quantidade de sais. Estes pesquisadores
obtiveram com a purificacéo parcial da enzima com um fator de recuperacao de
3% e fator de purificacdo de 40. O peso molecular foi estimado, através de
eletroforese em gel de poliacrilamida, 24 kDa, e na gel filtracdo 44 kDA , sendo
sugerido pelos autores se tratar de uma proteina composta de duas

subunidades de 24 kDa.

TABELA 6: Teores da enzima, fatores de recuperacéo e purificacdo em cada
etapa do processo de purificacdo da enzima redutora de cromo do
Bacillus sp. ES29.

Etapas de Atividade Proteina Atividade Fator de Fator de
Purificacdo Total (U)* Total Especifica Recuperacdo Purificacdo
(mgmi™) (Umg™) (%)
Extrato 8373,3 128,68 65,071 100 1
celular
Precipitacdo 1156,6 5,928 195,11 13,8 3
Gel 800 1,48 537,93 9,6 8,27
Filtracdo
Interacdo 217 0,297 730,27 2,6 11,22
Hidrofobica

! Unidade enzimatica (U) é definido pela quantidade enzima necessaria para converter 1 nmol
de Cr(VI) por minuto a 30°C.

Suzuki et al. (1992) purificaram uma enzima redutora de cromo e
obtiveram uma baixa recuperacao (1,3%) na ultima etapa de obtencdo da

enzima, com um fator de recuperacdo de 38. Com a analise da formacao de
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produtos gerados pela enzima estabeleceram que a incubacéo na presenca de
NADH e K,Cr,07, possivelmente pela acdo da coenzima, ocorria a reducdo do
Cr(VIl) a Cr(V). Porém, com a adicdo da enzima ocorria a reducdo do Cr(VI) a
Cr(lll), através da catalise enzimatica, com transferéncia de trés elétrons para
o metal, consumindo trés moléculas de NADH. A enzima purificada apresentou
peso molecular de 65 kDa na cromatografia de gel filtracdo e duas fracGes de
25 kDa na eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo sugerido pelos autores
se tratar de uma enzima dimérica.

Em todos os trabalhos referentes a purificacdo de enzimas
redutoras de cromo € observada uma baixa recuperacao de atividade. Neppel
et al. (2000) obtiveram recuperacdo de 3% da atividade inicial depois de cinco
passos de purificacdo, resultando em um fator de purificacdo de 40,6. A perda
da atividade, segundo os autores talvez possa estar associada com eliminacéo,
durante a purificacédo, de algum cofator importante, além do NADH.

Para a purificacdo da enzima de Pseudomonas putida, Park et al.
(2000) utilizaram 40 litros de meio para a obtencdo do extrato celular e
realizaram precipitacdo com sulfato de aménia (55-70%), cromatografia de
troca anibnica, cromatografia de gel filtracdo com HPLC e obtiveram um fator
de purificacdo acima de 600. Esta enzima homogénia possui peso molecular de
50 kDa composta de duas subunidades de 20 kDa. Analise da sequéncia N-
terminal desta proteina demonstrou ndo apresentar metionina, sendo sugerido
pelos pesquisadores se tratar de uma enzima periplasmatica. Como o Cr(VI) &
transportado para dentro da célula, a presenca desta enzima préxima a

membrana pode ser atribuida como uma vantagem para a célula microbiana
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que realiza a rapida reducdo enzimatica e efluxo da forma reduzida. Em
estudos subsequentes o gene chrR, responsavel pela sintese da enzima, foi
clonado e identificado como uma flavoproteina (Ackerley et al., 2004).

Woo et al. (2005) purificaram uma enzima redutora de cromo da E.
coli ATCC 33456, que apresentava grande reducéo enzimatica do Cr(VI). Apos
seis passos de purificacao foi obtida uma enzima pura com fator de purificacédo
acima de 967 que apresentou peso molecular de 84 kDa na gel filtracdo e 24
kDa na eletroforese em gel de poliacrilamida, também dependente de NADPH
ou NADH como doadores de elétrons. Em analise da seqiiéncia N-terminal da
enzima obtida, verificaram apresentar 80% de similaridade com N-etilamina
redutase, ndo apresentando similaridade com a enzima purificada por Park et
al. (2000).

Estas enzimas apresentaram caracteristicas como tamanho, pH e
temperatura o6timos diferentes. Alguns autores atribuem a presenca destas
enzimas redutoras de cromo em diferentes organismos a uma atividade
secundaria ou seja possivelmente a enzima possua outro substrato (Ishibashi

et al., 1990; Lovley 1993).

4.9.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As fracdes que apresentaram atividade de reducdo do Cr(VI) no
extrato celular, na precipitacdo com sulfato de aménia na cromatografia de gel
filtracdo e na cromatografia hidrofébica foram submetidas a uma eletroforese

em gel de poliacrilamida, apresentado na Figura 19.
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FIGURA 19: Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das fragbes
com atividade de reducdo do Cr(VI), sendo na canaleta 1 o
marcador de peso molecular e as etapas de purificacdo obtidas
da precipitacdo com sulfato de aménio (2), gel filtracdo (3) e
interacdo hidrofébica (4).

Na canaleta 2 observa-se uma grande quantidade de proteina que
foi precipitada através da interacdo com o sulfato de aménio. Com a gel
filtracdo um numero relativamente menor de proteina é observado. Estas foram
aplicadas na cromatografia de interacdo hidrofébica e obteve-se trés bandas
com peso de 150, 43 e 20 kDa, este baixo nimero de bandas demonstra uma
efetiva purificagdo parcial desta enzima. Porém passos adicionais de
purificacdo devem ser empregados para a obtencdo da pureza total desta
enzima e determinacdo do seu peso molecular.

Neste trabalho para purificacdo parcial foram utilizados apenas trés

passos de purificacdo. A dificuldade de obtencdo desta enzima é observada

nos trabalhos descritos na literatura pela complexidade dos sistemas de
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purificacdo, que muitas vezes ainda resultam em baixo fator de purificacdo e

recuperacao.
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5. CONCLUSOES

1) Para o isolamento de bactérias resistentes a Cr(VI), a partir de
solo contaminado, a técnica de é mais eficiente que a do isolamento direto.

2) Entre as 20 bactérias obtidas, as que apresentam maior
capacidade na reducéo do Cr(VI) foram os isolados 6, 11, 12, 16, 18 e 20,
capazes de reduzir 100 mg L™ de Cr(VI1) no caldo de nutritivo em 24 horas.

3) Todos estes isolados sédo capazes de crescer em caldo nutritivo
com 500 mg L de Cr(VI), porém apenas os isolados 6, 12 e 20 sdo resistentes
a concentracdo de 750 mg L™ de Cr(VI).

4) Com excecao dos isolados 11 e 18, os demais apresentaram
capacidade de reducéo do Cr(VI) no caldo nutritivo com pH de 5,0 a 9,0 e
temperatura de 25 a 35°C.

5) Todos os isolados tem sua atividade de reducdo do Cr(VI)

fortemente inibida por sulfato de aménio.
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6) A maioria dos isolados é estimulado por cobre, sendo que o0s
outros ions avaliados apresentam diferentes niveis de inibicdo na atividade
enzimatica.

7) Os isolados 6, 11, 12 e 20 foram identificados como Aeromonas,
Aureobacterium, Xanthobacter e Bacillus respectivamente. Os isolados 16 e 18
pertencem ao género Agrobacterium.

8) Com a metodologia utilizada neste trabalho para a purificacédo
parcial da enzima redutora de cromo produzida pelo, obtém-se um fator de
purificacdo de 11,2, o que aumenta a atividade especifica da enzima em 11
vezes.

9) As enzimas parcialmente purificadas, produzidas pelo Bacillus sp.

ES29, apresentam atividade 6tima em pH 7,0 e temperatura de 30°C.
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