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ISOLATION AND SELECTION OF MICROORGANISMS RESISTANT AND ABLE TO VOLATILIZE MERCURY. Mercury (Hg)
occurs in the environment as a natural and anthropogenic element, and through the years the accumulation of mercury has affected
the integrity of ecosystems and human health. This study presents a screening of microorganisms resistant to organic and inorganic
mercury, the determination of the minimum inhibitory concentration of Hg, the estimation of the mercury volatilization by selected

microorganisms and the dynamics of volatilization. Eight Gram-negative bacteria resistant to high concentrations of mercury (60 to

210 mg L") were selected, and these isolates showed ability to volatilize the metal. The dynamics of the volatilization of the Proteus
mirabilis M50C demonstrated that in only 4 h of incubation it was possible to volatilize 72% of the mercury present in the culture.
The results showed promising application for bioremediation strategies.
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INTRODUCAO

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente em diferentes es-
pécies quimicas com solubilidade, reatividade e toxicidade distintas,
causando diferentes impactos no ecossistema e na saide do homem.!
Este metal € raramente encontrado como elemento livre na natureza,
estando em baixas concentragdes e amplamente distribuido por toda
crosta terrestre. As fontes mais importantes para extragdo de mercurio
sdo as reservas de minério de cindbrio (HgS), o qual € encontrado
em rochas de regides onde existe atividade vulcanica recente, em
fraturas minerais e em dreas proximas de fontes de dguas termais.’

O merctrio € emitido para o ambiente por intimeras fontes natu-
rais e antropogénicas, por meio de combinagdes complexas, envolven-
do rea¢des quimicas, fisicas e bioldgicas. As fontes antrépicas mais
frequentes de mercurio sdo as industrias petroquimicas, eletrOnicas,
equipamentos de medicao, tintas e cloro-soda; além da utilizagdo na
extracdo de ouro e como amdlgamas dentdrias.>

Em humanos, os efeitos renais e neurotdéxicos devem ser
considerados como os mais importantes numa avaliacdo de
risco pela exposicdo aos compostos de mercurio inorganico. Os
sinais e sintomas da acdo téxica do merctrio no sistema nervoso
central consistem basicamente em tremores, depressao, insonia,
dificuldade para concentragdo, diminui¢do da memoria e fobias.
A exposi¢@o ao mercurio por longos periodos, mesmo em baixas
concentracdes pode causar danos renais irreversiveis e afetar o
sistema imunolégico.*¢

A propriedade quimica mais importante que explica grande parte
dos danos biolégicos causados pelo mercurio € a elevada afinidade
que este metal possui pelo grupo sulfidrila das proteinas, causando
inativagdo enzimadtica e desestruturacdo proteica. Quando o enxofre

*e-mail: fcamargo @ufrgs.br

estd presente fazendo a ponte peptidica de proteinas, o merctrio diva-
lente substitui o &tomo de hidrogénio para formar mercaptanos. Desse
modo, mesmo em baixas concentragdes no organismo, o mercurio
interfere no metabolismo e fungdes celulares.®

Apesar de o merctrio ser txico, tanto para células eucaridticas
quanto para procaridticas, alguns micro-organismos apresentam me-
canismos de resisténcia a este metal. Entre eles podem-se destacar
bombas de efluxo, quelacio por polimeros enzimaticos, precipita-
¢do, biometiliagdo e redugdo enzimdtica;’ o dltimo relacionado ao
operon mer. Bactérias que possuem operon mer sdo capazes de
reduzir enzimaticamente o mercurio (II) para a forma volatil e menos
toxica de mercidrio Hg®.*® Essa resposta dos micro-organismos ao
Hg, representa um recurso para a remediagdo de dreas contaminadas
por este metal. A remedia¢do de ambientes contaminados com cé-
tions metdlicos toxicos tem empregado convencionalmente, técnicas
fisico-quimicas que incluem precipitagdo, filtragdo e recuperacio
eletroquimica bem como separa¢do por membrana; escavacao,
depdsito de residuos em aterros sanitdrios ou, ainda, recobrimento
do sitio contaminado. Essas técnicas sdo pouco eficazes por nio
remediarem efetivamente o ambiente contaminado e por apresen-
tarem baixa competitividade econdmica.!’ Desta forma, o estudo e
desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento de efluentes
e solos contaminados por este metal, que aliem possibilidade de
aplicag@o em dreas extensas, baixo custo de operacdo e eficiéncia
de remocio de Hg (II), € de extrema importancia.

Este estudo teve como objetivos selecionar micro-organismos
resistentes ao mercurio (II) e acetato de mercurio a partir de residuos
industriais contendo Hg; determinar a concentraco inibitéria minima
de Hg para interromper o crescimento celular dos isolados; estimar a
capacidade dos micro-organismos selecionados em volatilizar mercu-
rio (II) e conhecer a dinamica da volatilizacio do mercirio durante
o crescimento celular de Proteus mirabilis M50C.
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PARTE EXPERIMENTAL

Para o isolamento de micro-organismos resistentes a merctirio
foram coletadas amostras de lodo (M) e efluente liquido (C) do Sis-
tema de Tratamento de Residuos do Laboratdrio de Andlise de Solos
da UFRGS (STELAS). A técnica utilizada para o isolamento desses
micro-organismos foi a de enriquecimento, onde 0,1 gr das amostras
de residuo ou 0,1 mL de efluente liquido foram adicionados a 20 mL
de meio Luria Bertani (LB), suplementado com doses crescentes de
mercirio (25, 50 e 100 mg L") na forma de HgCl,, sendo incubadas
por 24 h, sob agitacdo de 100 rpm a 30 + 2 °C. Ap6s este periodo foi
realizada a transferéncia de 1 mL da cultura microbiana para outro
frasco que continha o mesmo meio e as mesmas concentragdes de
HgCl,, e entdo incubada por 24 h a 30 + 2 °C sob agitagdo (esta etapa
foi repetida 3 vezes). Posteriormente, foram realizadas dilui¢oes e
inoculagdo em dgar nutritivo suplementado com HgCl,. As placas
foram incubadas a 30 + 2 °C até o aparecimento das coldnias, que
foram isoladas conforme caracteristicas morfoldgicas.'!"

Os isolados foram identificados com base no sequenciamento
parcial da regido 16S ribossomal. Os oligonucleotideos iniciadores
universais utilizados para bactérias foram o 27F (5’-AGATTTGA-
TCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’- TACGGYTACCTTGTTAC-
GACTT-3"), para a amplificacdo em PCR. A rea¢@o de amplificacio
foi baseada em Sambrook,'* com algumas modificagdes para aumentar
aeficiéncia da amplificagdo, seguindo o seguinte protocolo: tampao de
reagdo (50 mM Tris-HCL, pH 9,0, 50 mM KCl, 2,5% Triton X 100),
dNTPS (200 uM de cada), 0,2 uM MgCl,, 0,25 uM de cada primer,
0,8 ng/uL de DNA das amostras e 0,02 U de Tag DNA polimerase.
A amplificagio foi realizada em termociclador MJ Research Inc.
Watertown, MA, USA e o programa bdsico constou de 35 ciclos
(desnaturag@o inicial 95 °C por 5 min; desnaturacdo subsequente,
95 °C por 30 s; anelamento, 50 °C por 1 min; extensdo, 72 °C por 1
min e extensao final por 5 min)."

Os produtos de PCR foram purificados através do método padrio
de precipitacdo com PEG 8000 (polietilinoglicol). As reacdes de
sequenciamento dos fragmentos de PCR utilizaram os kits de termi-
nadores marcados da GE Healthcare com oligonucleotideo iniciador
519r (5’-GWATTACCGCGGCKGCTG-3"). As reagdes foram lidas
em sequenciador automdtico de DNA no Centro de Biologia Gend-
mica e Molecular da PUCRS e todas as sequéncias geradas foram
submetidas ao banco de dados Genbank/NCBIL."

Todos os isolados foram avaliados quanto a concentracdo inibit6-
ria minima, seguindo a metodologia de Ball'?> com modifica¢des: em
meio de cultura LB contendo mercurio nas concentragdes de 30 a 300
mg L' na forma de HgCl,e C,H,HgO,, os isolados foram incubados
por até 72 h a 30 £ 2 °C sob agitag@o de 100 rpm. O crescimento foi
avaliado visualmente apds 24, 48 e 72 h de incubag@o pela turvagdo
do meio. Meio apresentando pouca turvagio foi considerado (+),
turvagdo média (++) e muito turvo (+++). A concentragio de merctrio
capaz de interromper o crescimento microbiano (meio sem turvagao)
foi considerada a concentragdo inibitéria minima deste metal, em
relag@o ao micro-organismo avaliado.

O crescimento microbiano foi quantificado segundo metodologia
adaptada de Miles e colaboradores.'® O pré-indculo foi feito a partir
de uma algada de cada bactéria inoculada em meio LB, contendo 2
mg L' de Hg na forma de HgCl, e incubado por 24 h a 30 = 2 °C
sob agitacdo de 100 rpm. Dessa suspensao bacteriana foi retirada a
quantidade de cultura necessdria para se obter uma absorbancia entre
0,05 e 0,45 a 600 nm em meio LB. Entao, foram realizadas dilui¢des
seriadas e 100 uL foram aplicados em placas contendo dgar nutriente
(3 repeticdes), incubadas por 24 h a 30 + 2 °C. Apds este periodo foi
realizada contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). A
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda
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600 nm, que correspondeu a aproximadamente 2 x 10” UFC/mL, nos
diferentes isolados foi padronizada para os experimentos posteriores.

A determina¢@o de mercurio remanescente nas amostras foi re-
alizada pelo Laboratério de Andlise de Solos da UFRGS, utilizando
o método de espectrofotometria de absor¢do atomica/geracdo de
vapor frio. O equipamento utilizado para este experimento foi da
marca Perkin Elmer (Analyst 100). Inicialmente, 100 uL da amostra
foram tratados com uma mistura oxidante contendo 5 mL de H,SO,
(98%), 2 mL de HNO, (65%) e 10 mL de uma solu¢ao de KMnO,
(70 g L). Apds esse procedimento, a mistura foi submetida a tempe-
ratura de 121 °C e 1,5 atm por 15 min. Em seguida, adicionaram-se
50 mL de dgua deionizada e 6 mL de CINH,OH, (100 g L'"). Entdo
o merctrio foi convertido a forma de Hg® pelo tratamento com uma
solucdo de SnCl, (50 g L'). O merctirio elementar foi arrastado para
uma célula de quartzo acoplada ao espectrofotometro de absorcio
atdmica, através do borbulhamento com uma corrente de gds inerte
(N,). Completou-se a andlise com a medida da absorbéancia, pela
passagem da mistura do gds de arraste com o vapor de Hg na célula
de quartzo no comprimento de onda de 253,7 nm."”

Para avaliar a capacidade de volatilizagdo de mercirio pelos
isolados foi feito um pré-indculo e a padronizacido da quantidade
de UFC/mL, como descrito anteriormente. Este ensaio foi realizado
segundo metodologia de Kannan,'®* modificada. Em meio de cultura
LB contendo 2 mg L' de merctrio na forma de HgCl,, os isolados
foram mantidos por 24 h a 30 + 2 °C sob agitacdo de 100 rpm. Apds
o periodo de incubagdo, foi realizada a determinag¢do do mercirio
remanescente por espectrofotometria de absor¢do atdmica. Para
avaliar a volatiliza¢do do mercurio e curva de crescimento de Proteus
mirabilis M50C, na presenca e na auséncia de Hg, foi realizado um
ensaio, nas mesmas condigdes descritas acima, porém com leituras da
densidade 6ptica a 600 nm nos tempos 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Nestes
mesmos intervalos de tempo, amostras de meio de cultura foram
removidas para se avaliar a quantidade remanescente de mercurio e
analisadas por espectrofotometria de absor¢do atomica.

Todos os resultados obtidos foram produzidos em triplicata e
submetidos a analise de varincia, desvio padrdo e teste de média
(Tukey), quando significativo (p<0,05), utilizando-se o programa
estatistico Systat 11."

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 8 bactérias provenientes do lodo e efluente liquido
do Sistema de Tratamento de Residuos do Laboratério de Analise
de Solos da UFRGS (STELAS) (Tabela 1). Pelo sequenciamento da
regio 16S ribossomal foi possivel identificar 4 isolados do género
Pseudomonas, 2 Enterobacter, um Proteus € um Serratia. Trabalhos
t&€m demonstrado que bactérias do género Pseudomonas possuem alta
resisténcia a diferentes formas de mercirio.”** As bactérias deste géne-
ro também t&€m sido relatadas em maior abundancia em relagdo a outros
géneros quando em residuos contendo altas concentra¢des de Hg.

A resisténcia ao mercurio € frequente entre micro-organismos
Gram-negativos. Nakamura e colaboradores,”® ao isolarem 55 bac-
térias resistentes a mercurio, verificaram que somente 4 isolados
eram Gram-positivos. Entre os Gram-negativos, 13 eram do género
Enterobacter. Os géneros Proteus e Serratia sdo mencionados com
menor frequéncia na literatura entre as bactérias resistentes ao Hg,
do mesmo modo que neste trabalho. Ainda assim, alguns trabalhos
associam estes géneros de bactérias como resistentes ou, ainda, como
volatilizadoras de mercurio.**?"

Na andlise da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi ob-
servado alto nivel de resisténcia em todos os isolados, mas com
diferentes capacidades de tolerancia (Figura 1). Este resultado indica
que a eficiéncia do sistema de detoxificacdo de mercurio pode ser
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Tabela 1. Identificac@o dos isolados de residuos provenientes do STELAS
liquido (C), STELAS lodo (M), baseada no sequenciamento parcial da regido
16S ribossomal

Isolado Espécies mais proximas N° acesso Similaridade (%)
C50A Pseudomonas putida X93997.1 100

C50B Pseudomonas putida EU239185.1 100

M25A Enterobacter sp. CP000653.1 99

M25B Enterobacter sp. DQ985288.1 100

M25C Serratia marcescens GU220796.1 100

MS50C Proteus mirabilis AM942759.1 100

MI100A Pseudomonas delhiensis FN433047.1 99

M100B Pseudomonas nitrore-  EF107515.1 100

ducens

distinta nos diferentes micro-organismos avaliados. Os isolados que
apresentaram as mais baixas resisténcias a este metal mostraram
capacidade de crescimento a uma concentracao de 70 mg L' para a
forma inorgénica divalente e 60 mg L' para a forma orginica acetato
de merctrio. A maioria dos isolados apresentaram uma CIM de 110
mg L' para acetato de mercirio e acima de 170 mg L' para a forma
inorginica divalente, assim como observado por outros autores. >?2%
O micro-organismo mais resistente (M100B) cresceu na presenca de
210 mg L' em ambas as formas de merctirio. Estes resultados con-
cordam com um grupo de pesquisadores,* quando micro-organismos
termofilos quimiolitotréficos de uma fonte termal com altas concen-
tragdes de Hg foram avaliados. Deste modo, € possivel supor que os
micro-organismos avaliados expressaram fun¢oes dos genes mer; uma
vez que intimeros trabalhos relacionam a presenca deste operon em
organismos que possuem alta resisténcia ao Hg.!'3!32

250 +
mmmm Cloreto de mercurio

== Acetato de mercurio
200 4

150
100 A
sl
0

NN

S
Isolados Resistentes a Mercurio

Hg (mg L)

Figura 1. Concentragdo inibitoria minima (CIM) de HgCl, e C,H,HgO,sobre
os isolados avaliados, apos 72 h de incubagdo a 30 + 2 °C

Como pode ser observado na Figura 2, todos os isolados foram
capazes de volatilizar o merctrio presente no meio de cultura apds
24 h de incubagdo. Os isolados C50A e M50C foram estatisticamente
semelhantes (p<0, 05) na capacidade de volatilizar o Hg, sendo que os
percentuais de volatilizacdo apresentados por esses micro-organismos
foram maiores que 80%. Um grupo intermedidrio de 5 micro-organis-
mos (C50B, M25A, M25B, M100A e M100B) foi capaz de volatilizar
aproximadamente 70% do merctrio presente no meio de cultura.
Sadhukham e colaboradores,* quando avaliaram micro-organismos
resistentes a mercirio, obtiveram resultados semelhantes em relagio
avolatilizagdo de Hg ap6s 24 h de incubaco. Nesse mesmo trabalho,
verificou-se que a capacidade de volatilizagao dos micro-organismos
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avaliados estava relacionada aos seus valores de CIM, confirmando
os achados de outros autores.** Entretanto, neste estudo esta relacdo
ndo foi comprovada, pois, no geral, os isolados com as mais baixas
CIM apresentaram capacidade superior aos demais em volatilizar
o Hg. O contrdrio foi observado com os isolados C50B, M25B,
M100A e M100B, que apesar de terem mostrado as mais altas taxas
de tolerancia ao Hg, fizeram parte do grupo estatistico que volatilizou
aproximadamente 70%. Da mesma maneira, o isolado M25C tem
alta resisténcia ao Hg, porém apresentou capacidade de volatilizacio
muito pequena (30%) se comparada aos demais isolados.
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Figura 2. Percentual de volatilizagdo de Hg** pelos isolados resistentes a
merciirio, apds 24 h de incubacdo a 30 + 2 °C na presenga de 2 mg L' de
HgCl,. Pontos representam a média de 3 repeti¢oes, as barras o erro padrdo
e médias com letras iguais ndo diferem entre os isolados (p<0,05)

As divergéncias aqui encontradas podem ser explicadas possi-
velmente por fatores como a presenca de metalotioneinas em alguns
isolados. Estas proteinas possuem residuos de cisteina e metionina
ricos em sulfidrilas, que complexam os metais, protegendo as cé-
lulas da toxicidade destes elementos.*® Infelizmente a presenca de
metalotioneinas néo foi avaliada neste estudo, para confirmar esta
hipétese. Além disso, € possivel que os genes do operon mer nao
tenham sido induzidos suficientemente pela baixa concentracio
de Hg no meio de cultivo dos ensaios, jd que a atividade da enzima
mercurio redutase € induzida e ndo constitutiva. Outra hipédtese, €
que os micro-organismos analisados possuam diferentes modos de
resisténcia que nao foram avaliados neste trabalho.

A Figura 3 apresenta o percentual de volatilizagdo de Hg, nas
concentracgdes 2 e 70 mg L' pelo isolado Proteus mirabilis M50C. A
capacidade do isolado volatilizar mercirio teve uma redugao significa-
tiva (p<0,05) de 25%, em consequéncia do aumento da concentraciao
desse metal no meio de cultivo. A presenca de altas concentragdes de
HgCl, afeta negativamente a capacidade dos micro-organismos vo-
latilizarem, devido ao sequestro intracelular do Hg por componentes
celulares que se ligam ao metal.*

Outra possibilidade estd relacionada a proteina MerA, pois
um dos fatores que afeta a velocidade de uma reacdo catalisada
por enzimas € a quantidade de substrato. A velocidade maxima
de reacdo de uma enzima € atingida quando praticamente todas as
moléculas estiverem na forma enzima/substrato e a concentracio
de enzima livre € insignificante. Neste momento, a enzima estd
saturada com o substrato e a velocidade de rea¢do ndo aumenta,
mesmo com substrato presente no meio de reac¢do.”’ Logo, po-
demos supor que o Hg presente no meio de cultura poderia estar
em excesso em relagdo ao nimero de sitios ativos disponiveis da
MerA. Consequentemente, maior quantidade de Hg poderia ter sido
volatilizado caso este micro-organismo tivesse sido submetido hd
um tempo maior de incubagdo.
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Figura 3. Percentual de volatilizacdo de Hg** e formagdo de biomassa por
P. mirabilis M50C em baixa concentragdo de HgCl, (2 mg L) e proximo a
concentragdo inibitoria minima (70 mg L), apos 24 h de incubagdo a 30 £
2 °C. Pontos representam a média de 3 repeticoes, as barras o erro padrdo e
médias com letras iguais ndo diferem entre os isolados (p<0,05)

A formacdo de biomassa de P. mirabilis M50C foi 10% menor
em 70 mg L' de mercirio, se comparada a biomassa do isolado na
concentragdo de 2 mg L' (Figura 3). A andlise estatistica aponta
diferencas significativas na densidade 6ptica de P. mirabilis M50C
na presenca de 70 e 2 mg L' de Hg. Outros autores'®* constataram
resultados similares aos encontrados neste estudo ao avaliarem a
densidade 6ptica dos isolados em baixas e altas concentragdes de
merctrio, e concluiram que a disparidade observada em altas e baixas
concentracdes de cloreto de mercirio nio foi significativa. Levando
em considerac@o que o isolado avaliado neste ensaio foi submetido a
concentracio sub-letal de merctirio e apresentou uma queda de cres-
cimento méxima de 10%, € plausivel presumir que biologicamente
ndo existam diferengas.

P. mirabilis M50C foi selecionada para avaliar a dinamica da
redugdo de cloreto de merctrio durante o crescimento celular. Este
isolado apresentou em 4 h um rapido aumento de biomassa (Figura 4),
tanto na presencga como na auséncia de Hg, seguindo esse mesmo nivel
de crescimento até a ultima leitura da densidade dptica. A remocao
de Hg do meio de cultura foi de 72% em apenas 4 h de incubagio.
Outros autores®*** também observaram que a remogao de Hg (IT) foi
precedida de alta formacé@o de biomassa.

1,8 - 100
~ 1.6 =
E . 4 g0 T
cl o
=3 °
312 8
a 1,0 =
g 08 L 40 8
T 06 &
§ 04 2
2o L 20

0,2 |

0,0 4 : : 0

0 4 8 12 18
Tempo (horas)

Figura 4. Dindmica da volatilizagdo de Hg** (™) e crescimento microbiano na
presenca (®) e auséncia (O) de HgCl, pelo isolado P. mirabilis M50C. Pontos
representam a média de 3 repeti¢oes, as barras o erro padrdo e médias com
letras iguais ndo diferem entre os isolados (p<0,05)

CONCLUSOES
Entre os 8 micro-organismos selecionados resistentes a mercu-

rio, o género Pseudomonas é o mais frequente, seguido do género
Enterobacter. Todos os isolados apresentaram alta resisténcia aos
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compostos de mercirio (60 a 210 mg L) e capacidade de volatilizar
Hg?*. Verificou-se que a capacidade dos micro-organismos volatiliza-
rem o mercurio nélo estd relacionada a altas concentracdes inibitdrias
minimas, mas € afetada por concentracdes sub-letais de Hg (II). As
bactérias isoladas foram eficientes na reducdo de Hg>* a Hg’, com
destaque para o alto desempenho de Proteus mirabilis M50C que,
em 4 h de incubagio, volatilizou 72% do mercirio presente no meio.

Estes resultados evidenciam o potencial destes micro-organismos
para desenvolvimento de processos de biorremedia¢do em residuos
contaminados com merctrio. No entanto, sdo necessdrios estudos
adicionais para elucidar a interag@o destes micro-organismos com o
Hg (IT) e avaliar outros mecanismos de resisténcia, como a metilagdo,
que poderiam aumentar a toxicidade do material tratado.
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