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RESUMO

O manganés (Il) solavel que tem sido associado a uma crescente contaminacdo de
corpos aquaticos e problemas de satde humana devido a sua toxicidade. Na busca por
estratégias ecologicamente adequadas para a sua remocao, podemos destacar os isolados
de Serratia marcescens, que teve seu o potencial demonstrado na remocdo de altas
concentragdes desse metal. Como forma de melhorar a eficiéncia de remocéao de Mn (11)
dessa espécie, um meio de cultura rico em nutrientes (meio NB) suplementado com Mn
(1) foi comparado com um meio pobre em nutrientes (meio K) para avaliar a sua
influéncia no processo de remocdo por duas diferentes cepas, uma ndo pigmentada
(CL11) e outra pigmentada (LG1) que ainda ndo tinha sido estudada. Uma vez que um
meio rico pode favorecer um maior crescimento bacteriano, uma maior remocao de Mn
(1) pode ocorrer. No meio NB, a cepa LGl e a cepa CL11 exibiram um melhor
crescimento e maior tolerancia ao Mn (I1) (0-2000 mg L ~ ). Além disso, uma melhor
remocdo de Mn (Il) (64,25%) e o aumento da formacdo de déxidos de Mn foram
observados neste meio, especialmente para o isolado LG1. A analise de EELS revelou
Mn no interior da célula de LG1 e a anélise de EDX revelou Mn fora da célula de CL11,
indicando que as duas cepas removem Mn (Il) através de mecanismos distintos. A
bioxidacdo de Mn pelo isolado CL11 parece envolver mecanismos indiretos que alteram
0 pH do meio, enquanto o isolado LG1 parece usar um mecanismo direto para a
biooxidagdo mediada por componentes celulares, como proteinas intracelulares. E a
primeira vez que o alto potencial do meio NB para remocdo de Mn é demonstrado. Este
meio influenciou em uma melhor remocdo de Mn e na formagdo de Oxidos,
especialmente no caso do isolado LG1 pigmentado. Como a cepa LG1 apresentou um
potencial diferenciado na bio-oxidagdo de Mn (1), o seu foi proteoma foi analisado na
auséncia e presenca de Mn (1) através da abordagem shotgun, para obter informacdes
sobre como as bactérias respondem a esse metal e identificar as proteinas envolvidas na
sua oxidagdo. A cepa LG1, que cresceu igualmente bem nas duas condicdes, expressou
um conjunto de proteinas relacionadas aos processos celulares vitais para a
sobrevivéncia, bem como proteinas envolvidas na adaptacéo e tolerancia ao Mn (I1). A
multicobre oxidase CueO foi identificada, indicando sua provavel participacdo na
bioxidacdo de Mn (1), no entanto, sua expressao ndo foi modulada pela presenca desse
metal. Um conjunto de proteinas relacionadas aos processos celulares e metabolicos
vitais para as células foram reguladas negativamente na presenca de Mn (l1), enquanto
as proteinas relacionadas a membrana celular envolvidas na manutencdo da integridade
celular e sobrevivéncia sob estresse foram upreguladas sob essa condicdo. Este estudo
permitiu obter o primeiro proteoma total dessa espécie nas condicdes de auséncia de
presenca de Mn (Il). O pigmento prodigiosina sintetizado pela cepa LG1 foi
caracterizado e foi possivel observar o efeito de elevadas concentracdes de Mn (11) na
sua producdo e o seu efeito protetor para a cepa nessas condi¢bes. Entretanto é
necessario estudar a relacdo direta da prodigiosina com a remoc¢do de Mn (II). Em
conjuntos, estes resultados demonstram o potencial biotecnoldgico de isolados de S.
marcescens na biorremediacdo de Mn (I1) e sugerimos a sua utilizagdo juntamente com
0 meio NB em grandes biorreatores continuos para o tratamento de efluentes
contaminados com Mn. Além disso, a lista de proteinas expressas identificadas pela
analise protedmica pode ser usada como uma ferramenta em experimentos futuros para
validar esses achados.
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ABSTRACT

Soluble manganese (I1) has been associated with increasing contamination of aquatic
bodies and human health problems due to its toxicity. In the search for ecologically
adequate strategies for their removal, we can highlight the isolates of Serratia
marcescens, which had its potential demonstrated in the removal of high concentrations
of this metal. As a way of improving the Mn (11) removal efficiency of this species, a
nutrient rich medium (NB medium) supplemented with Mn (1) was compared with a
medium low in nutrients (K medium) to evaluate its influence in the process of removal
by two different strains, one non-pigmented (CL11) and one pigmented (LG1) which
had not yet been studied. Since a rich medium may favor increased bacterial growth,
further removal of Mn (I1) may occur. In the NB medium, LG1 strain and CL11 strain
exhibited better growth and greater tolerance to Mn (11) (0-2000 mg L ~%). In addition,
better removal of Mn (I1) (64.25%) and increased Mn oxide formation were observed in
this medium, especially for LG1 strain. EELS analysis revealed Mn within the LG1 cell
and EDX analysis revealed Mn outside the CL11 cell, indicating that the two strains
remove Mn (I1) through distinct mechanisms. The Mn bioxidation by the CL11 strain
seems to involve indirect mechanisms that alter the pH of the medium, while the LG1
strain seems to use a direct mechanism for biooxidation mediated by cellular
components, such as intracellular proteins. It is the first time that the high potential of
the NB medium for removal of Mn is demonstrated. This medium influenced in better
removal of Mn and in the formation of oxides, especially in the case of the pigmented
LG1 strain. As the great potential of the LG1 strain in the Mn (Il) biooxidation was
evident, its proteome was analyzed in the absence and presence of Mn (1I) through the
shotgun approach, for get information on how the bacteria respond to this metal and
identify the proteins involved in its oxidation. The LGL1 strain, which grew equally well
under both conditions, expressed a set of proteins related to cellular processes vital for
survival, as well as proteins involved in adaptation and tolerance to Mn (II). The multi-
oxidase CueO was identified, indicating its probable participation in the Mn (1)
biooxidation; however, its expression was not modulated by the presence of Mn (11). A
set of proteins related to cellular and metabolic processes vital to cells were down-
regulated in the presence of Mn (I1), while cell membrane-related proteins involved in
maintaining cell integrity and survival under stress were upregulated under this
condition. This study allowed to obtain the first total proteome of this species in the
conditions of absence of presence of Mn (I1). The prodigiosin pigment synthesized by
LG1 strain was characterized and it was possible to observe the effect of high
concentrations of Mn (Il) on its production and its protective effect for the strain under
these conditions. However, it is necessary to study the direct relation of prodigiosin with
the Mn (IlI) removal. In conclusion, these results demonstrate the biotechnological
potential of S. marcescens isolates in the Mn (Il) bioremediation and we suggest their
use together with the NB medium in large continuous bioreactors for the treatment of
contaminated Mn effluents. In addition, the list of expressed proteins identified by
proteomic analysis can be used as a tool in future experiments to validate these findings.
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1. Introducéo geral

O manganés (I1) € um metal pesado soltvel em agua que tem sido associado com
0 aumento da contaminacdo dos corpos aquaticos e problemas de satude humana devido
a sua toxicidade (Li et al., 2013; Kornblith et al., 2018; Kafaei et al., 2017). A maneira
convencional para remové-lo envolve a utilizagdo de agentes quimicos, como oxigénio
molecular, cloro e permanganato de potéassio que sdo utilizados para oxidar o Mn (l1)
solavel em Mn (111/1V) insoltvel que por sua vez, € removido por filtracdo. Porém esses
métodos fisico-quimicos podem gerar uma remocao incompleta e subcompostos toxicos
(Di Bernardo e Di Bernardo, 1993; Wang e Han, 2012). Uma alternativa
ecologicamente mais adequada é a biorremediagdo realizada por microrganismos que
podem degradar contaminantes toxicos (Gaylard et al., 2005), promovendo uma
remocdo cinco vezes mais eficiente (Das et al., 2011) e sem subprodutos nocivos
(Gallard e Guten, 2002).

Os microrganismos imobilizam os metais principalmente através dos
mecanismos de biossor¢do e biomineralizacdo (Gadd, 2004 e 2010). Na biossorcéo os
metais sdo captados de forma passiva pelas células microbianas atraves da formacéo de
complexos com constituintes da parede celular microbiana ou por polimeros
extracelulares sintetizados e secretados pelos microrganismos (Gavrilescu, 2004). Na
biomineralizacdo, o metal pode ser removido de forma direta mediada por componentes
celulares, como enzimas (Brouwers et al., 2000; Tebo et al., 2004 e 2005), e indireta, no
qual metabolitos bacterianos e/ou crescimento microbiano alteram as condicGes de pH e
redox do ambiente, resultando na oxidagdo de Mn (I1) (Learman et al., 2011; Nealson,
2006). Na via enzimatica pode-se destacar as enzimas hemeperoxidase e as do tipo
multicobre oxidases (MCO) na oxidacdo de Mn (Il) (Geszvain et al., 2012; Su et al.,
2013) que sdo expressas por algumas bactérias. Essas proteinas podem ser identificadas
atraves de abordagens protedmicas que permite compreender também como as bactérias

respondem a presenca desse metal.

Bactérias do género Serratia s@o capazes de remover 0 Mn e outros metais
pesados como niquel, radio, cromio e cobre tanto por vias diretas envolvendo enzimas

quanto por mecanismos indiretos, como a biossor¢éo (Kannan e Ramteke, 2002; Zakeri
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et al., 2010; Zhang e Li, 2011; Andreazza et al. 2012; Cristani et al., 2012; Barboza et
al., 2017). Essas bactérias gram negativas pertencem a familia Enterobacteriaceae e séo
geralmente isoladas no meio ambiente da &gua, solo, plantas ou insetos. Algumas

espécies, como a S. plymuthica, S. rubidaea e alguns biogrupos de S. marcescens
(Williamson et al., 2006; Grimont e Grimont, 2006) sdo capazes de

produzirem um pigmento vermelho chamado de prodigiosina, conhecido pelas suas
propriedades  antibacterianas,  antifungicas, antiprotozoarios, e  atividades
imunossupressoras e anticancerigenas (Li et al., 2015). Esse pigmento também tem sido
relacionado com a absorcdo de metais pesados e elementos radioativos em alguns
trabalhos de biorremediacdo envolvendo espécies de Serratia (Kannan e Ramteke,
2002; Cristani et al., 2012; Zakeri et al., 2010). A funcéo fisiol6gica da prodigiosina nos
organismos produtores ainda é pouco discutida, mas é sabido que a sua presenca pode

conferir uma vantagem ecologica (Williamson et al. 2006; Haddix e Shanks, 2018).

Os mecanismos utilizados por cepas ndo pigmentadas de S. marcescens na
remocdo de Mn foram estudados pela primeira vez pelo nosso grupo (Barboza et al.,
2017). Neste estudo, duas cepas de S. marcescens foram capazes de tolerar e oxidar esse
metal de forma bioldgica através de algum produto do metabolismo microbiano que
aumentou o pH do meio e promoveu a oxidacdo do Mn (11) por um mecanismo indireto.
No entanto, ndo se sabe se isolados pigmentados de S. marcescens apresentam um
melhor desempenho, e 0s possiveis mecanismos e proteinas envolvidas na remogéo e

tolerancia ao Mn (11).

Uma vez que a expansdo da biotecnologia industrial aumentou
consideravelmente a necessidade de buscar uma superproducdo de cepas microbianas
para melhorar a producdo e obter melhor rendimento, os resultados encontrados nesse
trabalho servirdo para demonstrar a promissora aplicabilidade das cepas de S.
marcescens em processos de biorremediacdo de Mn (1), e seu potencial em produzir

enzimas e pigmentos de importancia industrial.
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2. Revisdo bibliografica

2.1 Contaminacgdo ambiental por metais pesados

Os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais preocupantes e
frequentes, principalmente pelo desmedido crescimento populacional e pelo aumento
das atividades industriais que produzem e fornecem grandes volumes de residuos de
natureza diversa, como espécies quimicas de carater toxico (Brito et al., 2004). Em
consequéncia disso, os problemas de origem antropica tém atingido dimensdes
catastréficas, podendo ser observado no meio ambiente, alteracfes na qualidade do solo,
ar e agua (Freire et al., 2000).

Dentre os residuos toxicos que sdo produzidos, podem-se destacar os metais
pesados que s&o definidos como elementos com densidade relativa maior que 5g/cm® no
meio ambiente (Bertolazi et al., 2010). A sua ocorréncia na natureza acontece pela sua
presenca em grandes concentracfes em rochas, em areas com adicdo de rejeitos
industriais, biossolidos e em alguns agroquimicos (Baker et al., 1994). Os problemas
por contaminacdo de metais pesados causados pelo homem tiveram inicio na idade
média com as atividades mineradoras, mas foi acelerado no inicio do século XIX com o
processamento de metais em fundi¢des (Bertolazi et al., 2010). O impacto do excesso
dos metais nos ecossistemas tem sido bastante discutido pela possibilidade da
contaminag&o da cadeia alimentar animal e humana (Bisinoti et al. 2004).

Segundo Dellamatrice (2005), 4guas contendo alta carga de metais ndo tratadas
de maneira eficiente tém sido descartadas no meio ambiente de forma err6nea
ocasionando uma série de distarbios ambientais (Pereira e Freitas, 2012). Nos Gltimos
anos, a legislagdo brasileira tornou-se restritiva quanto ao tratamento de efluentes
lancados em corpos aquaticos. Segundo as resolugbes n° 357/2005 e 430/2011 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderdo ser lancados direta ou indiretamente nos corpos de agua,
apos o devido tratamento e desde que obedecam as condicdes, aos padrdes e as

exigéncias propostas.

A contaminagdo de &guas naturais tem sido um dos grandes problemas da

sociedade moderna. E devido ao grande valor que tem sido atribuido a este bem, atraveés
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de principios incorporados em nossa legislacdo (Kunz e Zamora, 2002), ela exige que
areas contaminadas devam ser remediadas, para reduzir a interferéncia ambiental e
recuperar 0s ecossistemas. Para isto, € necessdrio o diagndstico, a andlise e o

monitoramento do impacto e medidas remediadoras (Cetesb, 2009).
2.2 Manganés
2.2.1 Aspectos gerais, estados de oxidacao e fontes de manganés.

Dentre os diversos metais pesados presentes na natureza, o Mn pode ser
caracterizado como um quando presente em elevadas concentrac6es. Normalmente, esse
metal é requerido em pequenas quantidades pelos organismos e quando em excesso

pode ser extremamente toxico (WHO, 2011).

O Mn é o segundo metal de transicdo mais abundante na crosta terrestre e o
quinto elemento mais abundante na superficie da Terra (Su et al., 2013). Ele pode ser
encontrado na atmosfera, nos solos, aguas subterraneas, marinhas e doces, e em diversos
estados de solubilidade (Nealson e Myers, 1992; Neculita e Rosa, 2019). Geralmente,
apresenta trés estados de oxidacao relevantes em termos ambientais, Mn (1), Mn (I11) e
Mn (IV) (Tebo et al., 2004). Quando 0 Mn esta presente em corpos d’agua, a forma
reduzida Mn (1) é termodinamicamente favorecido a um pH e Eh baixos (condi¢do de
auséncia de O,), sendo encontrado na forma sollvel e invisivel nessa condicdo. Em
situacBes de pH e Eh elevados (condi¢cdo de presenca de O,), as formas oxidadas Mn
(1) e Mn (1V) sdo favorecidas, sendo encontradas na forma de dxidos estaveis, menos
insoltveis e que conferem uma coloracdo escura a dgua (Tebo et al., 2010 e Hoyland et
al., 2014).

Segundo o Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM, 1976), 0 Mn
pode ser encontrado na forma de hidrdxidos, silicatos, carbonatos e éxidos, sendo este o
mais importante economicamente. O Mn (1) pode apresentar-se como Mn*" e MnOH".
Além disso, outros complexos sdo possiveis como: complexos inorganicos com

bicarbonato, sulfato ou fosfato.

A forma solivel de Mn (Il) serve como um micronutriente essencial para

diversos organismos, incluindo o ser humano, enquanto que a forma insoltvel de 6xidos
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de Mn (I1I/1V) € caracterizada pela sua forte reatividade e capacidade de oxidar os
metais, moléculas organicas e compostos fendlicos (Tebo et al., 2004). Além da
natureza oxidante forte dos 6xidos de Mn (IV), a sua estrutura conduz a adsorcao e
sequestro de diversos metais pesados (cobre, cobalto, cAdmio, zinco, niquel e chumbo)
permitindo aplicacbes potenciais dos oOxidos de Mn (IV) em processos de
biorremediacéo (Tebo et al., 2004).

A erosdo do solo é uma das mais importantes fontes naturais de Mn nas aguas,
porém diversas fontes antropicas como atividades industriais, lodo de esgoto, residuos
de produtos comerciais da agricultura e de combustiveis, agua de rejeito de minas,
dejetos urbanos e fertilizantes sdo responsaveis por sua emissdo no solo e nas aguas
(Martins e Lima 2001). O Mn ¢é o principal contaminante de aguas de drenagem (Favas
et al., 2016) e € frequentemente encontrado em maiores concentracfes nesses locais do
que em cArregos poluidos e nas guas subterraneas (Banks et al., 1997).

2.2.2 Manganés no Brasil e impactos na 4gua e toxicidade

O Brasil possui reservas de Mn distribuidas em diversas regiGes e podem-se
destacar os Estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo na regido sudeste; o
Pard e 0 Amapa na regido norte; o Ceara e a Bahia no nordeste; e os Estados do Mato

Grosso do Sul e Goias no centro-oeste (Costa e Figueiredo, 2011).

O Estado de Minas Gerais € um produtor tradicional de minério de Mn e a partir
deste metal, a gussa e a ferroliga que sdo conhecidos como seus principais produtos, sdo
feitos e destinados ao mercado interno (Costa e Figueiredo, 2011). Os solos e &guas
desse Estado sdo naturalmente constituidos por esse metal, porém o0 seu excesso tem
sido associado a desconformidades com os limites estabelecidos nas resolucbes
CONAMA 357/05 e 430/2011 que estipula que o padrdo de langcamento de efluentes
seja de 1,0 mg/L e, para aguas de classe 1l, 0,1mg/L de Mn dissolvido (CONAMA,
2005 e 2011).

O excesso de Mn pode desencadear intoxicacdo, com consequentes patologias
associadas. Em humanos, pode causar convulsdo mesmo presente em concentragdes

insuficientes no sangue, ou ser uma substancia toxica quando presente em
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concentragdes excessivas no ar, agua e alimentos (US DHHS, 2012). A inalacdo de Mn
transportado pelo ar, que muitas vezes é transportado diretamente para o cérebro antes
de ser metabolizado no figado, pode resultar em distarbios neuroldgicos permanentes,
como o manganismo (conhecido como “locura mangéanica” nas minas da América do
Sul, onde 0 manganismo é endémico), bem como efeitos respiratorios, reprodutivos e de
desenvolvimento (US DHHS, 2012; Rose et al., 2017). Comprometimento intelectual
em criancas em idade escolar expostas ao Mn da &gua potéavel (Bouchard et al., 2011),
bem como a ligagdo entre Mn e comportamentos hiperativos de criangas expostas

atraves da agua da torneira também foram documentados (Bouchard et al. , 2006).

Além do seu potencial toxico, a remoc¢do deste metal de superficie e subterraneo
é desejavel, pois altos teores desse metal contribuem para acidez total de &guas minerais
de minas e tornam-se indesejaveis também ao consumo humano por conferir um sabor
metélico a agua (Hallberg e Johnson, 2005). O Mn, juntamente com o ferro e aluminio,
representa um importante desafio ambiental em todo o mundo (Favas et al., 2016).
Muitas pesquisas tém recebido investimento para desenvolvimento de métodos eficazes

para controlar e tratar os efeitos da drenagem de minas (Neculita e Rosa, 2019).

2.3 Métodos de remocéo do Mn
2.3.1 Remocao fisico-quimica

O conhecimento dos fundamentos que envolvem 0s processos de remocédo de
Mn, nas suas diferentes formas e concentracdes, € fundamental para aplicacdo segura e
eficiente de tecnologias destinadas a remocdo desses metais. A sua remoc¢do de
efluentes liquidos industriais pode ser conduzida por meio de diferentes processos e 0
conhecimento do estado de oxidagdo desse elemento, o pH e Eh da &gua que encontram,
¢ importante para a escolha do tratamento adequado de efluentes que o contém
(Clearinghouse, 1988).

Segundo Di Bernardo e Di Bernardo (1993) existem muitos processos utilizados
na remogdo de Mn, os quais normalmente envolvem o uso do oxigénio molecular, do
cloro e do permanganato de potassio como agentes oxidantes. A maneira mais utilizada
envolve a oxidacdo das formas mais soltveis de Mn (Il) e subsequente remoc¢do dos

precipitados formados presentes na forma de Mn (l11/1V) por filtracdo. A aeracdo para
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remocdo de Mn € um processo ineficiente e lento em valores de pH em torno do neutro.
Comumente sdo requeridos oxidantes fortes como 0 permanganato de potassio
(KMnOgy4) em valores de pH maiores que 7,5, cloro (Cl,) em valores de pH maiores que
8,5-9,0 e dioxido de cloro (ClIO;) em valores de pH maiores que 7,0. As equagdes de 1 a

3 apresentam as reacOes de oxidacao do Mn na presenca de O, KMnQO,e Cl,.
2Mny+ + O, + 2H,0 ------ 2MnO; + 4H+ (1)
3Mn,+ + 2KMnO, + 2H,0 ------5MnO, + 2K+ + 4H+ (2)
Mng+ + Cly + 2H,0----- MO, + 2CI- + 4H+ (3)

A elevagdo do pH promove também a precipitagdo de ambos os ions de ferro e
Mn, porém esse processo é geralmente caro quando aplicado isoladamente (Di Bernardo
e Di Bernardo, 1993).

Outra forma de remover Mn quimicamente é através da adsorcdo. A adsorcao
pode ser realizada por resinas de troca-idnica (Zainol e Nicol, 2009), carvdo ativado
quimicamente modificado (Savova et al., 2003), calcéario (Silva et al., 2010) e zeolitas
naturais (Rajic et al., 2009) e modificados (Dimirkou e Doula, 2008). Os 6xidos de Mn
também podem adsorver o ion Mn (Il), promovendo sua oxidagdo. Nessa oxidacao,
primeiramente o Mn (1) é adsorvido na superficie do 6xido-hidroxido de Mn e entdo é

oxidado a Mn (I11). Em seguida, este ultimo se converte a Mn (1V) (Morgan 1964).

As maiores desvantagens destes processos fisico-quimicos sdo a remocao
incompleta dos metais, a geracdo de subcompostos tdxicos e o0s altos custos
operacionais associados aos produtos quimicos requeridos. Em alguns casos o cloro é
utilizado em associacdo com o0 permanganato de potassio para reduzir 0s custos com

produtos quimicos (Di Bernardo e Di Bernardo, 1993; Wang and Han, 2012).
2.3.2 Remocao bioldgica

A remocdo biologica (biorremediacdo) do Mn é considerada uma alternativa
ecologicamente mais adequada e eficaz quando comparada aos processos fisico-
quimicos (Gaylard et al., 2005, Tang et al., 2014). E um processo que pode ser realizado

por meio de um ou mais consorcios microbianos, nativos ou ndo, para a degradacao de
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contaminantes poluentes (Gaylard et al.,, 2005), e quando comparado a oxidacéo
abiotica, pode ser cinco vezes mais eficiente (Das et al., 2011), além de ter custo mais

baixo e ndo gerar poluigdo secundaria e subprodutos toxicos (Gallard e Guten, 2002).

Uma variedade de microrganismos que sdo capazes de catalisar a oxidacdo de
Mn (1) a Mn (111)/(IV) (Ehrlich, 1999; revisto por Nealson, 2006) sdo conhecidas na
biorremediacdo do Mn, e diferentes mecanismos tém sido propostos para entender esse
processo. Microrganismos com esse potencial fazem parte de um grupo
filogeneticamente diverso que compreende bactérias, fungos e algas, que foram isolados
de diversos ambientes, tais como nddulos de Mn nas profundezas de oceanos, filmes
ricos em Mn nas superficies de lagos rasos, sedimentos de lagos de agua doce e

depdsitos de ferromanganés (Das et al., 2011).

A presenca desses microrganismos oxidantes de Mn (Il) acelera bastante a
oxidacdo desse ion no meio. Em muitos ambientes com pH em torno de 6,0 a 8,5,
enquanto a oxidacdo quimica de Mn (1) pelo O, ocorre a um nivel baixo, na presenca
desses organismos a taxa de oxidagdo pode ser acelerada consideravelmente (Santelli et
al. 2010). Os processos microbianos sdo considerados os principais responsaveis pela
formacédo de 6xidos de Mn nos solos, sedimentos e ambientes aquaticos (Su et al., 2013;
Tang et al., 2016).

Alguns fungos ja foram descritos na literatura capazes de oxidar o ion Mn (1)
através das enzimas peroxidase (Das et al., 2011) e lacase (Gorbacheva et al., 2009), e
também por promover a oxidacdo do Mn por mecanismo indireto através da producéo
de superoxido (Hansel et al., 2012). Bactérias também mostraram capacidade de oxidar
0 ion Mn (I) via producdo de superoxido (Learman et al., 2011a e Learman et al.,
2011b) e também por enzimas pertencentes a familia multicobre oxidase (MCO) (Tebo
et al, 2004 e Tebo et al., 2005). Entretanto, apesar de diversos trabalhos terem associado
a participacdo de tais enzimas a oxidacdo do ion Mn (ll), ndo existe um mecanismo
unico bem estabelecido para as espécies bacterianas ja identificadas como oxidantes de
Mn (I) (Tebo et al, 2004 e Tebo et al., 2005).
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2.3.2.1 Bactérias e seus mecanismos na oxidacao do Mn (11)

Os principais mecanismos utilizados pelos microrganismos na imobiliza¢do dos
metais no processo de biorremediacéo sdo a biossorcdo e biomineralizacdo (Gadd, 2004
e 2010 e Gavrilescu, 2004; Barboza et al., 2016). A biossor¢do é um processo passivo
que permite a adsorcdo de metais pelas células microbianas, através da formacdo de
complexos com a parede celular ou pela formagdo de polimeros extracelulares
sintetizados e secretados pelos microrganismos (Gavrilescu, 2004). E a
biomineralizacdo possibilita a precipitacdo dos metais como compostos organicos, tais
como oxalatos, sulfetos, hidroxidos e 6xidos (Gadd, 2004 e 2010).

2.3.2.1.1 Biosorgao

No processo de biossor¢do varias bactérias relacionadas ja foram caracterizadas.
Pode-se destacar Pseudomonas sp., Streptomyces sp. e Bacillus sp., sendo este ultimo
identificado como a espécie com melhor potencial nesse processo. Estudos com Bacillus
sp. HAH1, mostraram que esse isolado adsorveu Mn (11) (13.2 mg Mn (I1)/g biomassa)
numa faixa de pH entre 5- 8 (Hasan et al, 2010). Hasan et al. (2012) também
demonstraram adsor¢do de Mn (1) por esse isolado (43,5 mg Mn(ll)/g-biomassa)
atraves da microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e espectroscopia de
infravermelho, e identificaram os grupos funcionais que participaram desse processo —
C=0, -OH, -NH2 e -C-0O.

O processo de biossorcdo € dependente do pH do meio, uma vez que a presenca
de grupos &cido-base tais como aminas, amidas e acido carboxilico nas paredes das
células pode ter sua interacdo com o metal afetada devido ao pH. Quando o pH
aumenta, tais grupos funcionais sdo desprotonados, 0 que aumenta a carga negativa na
superficie da célula, facilitando as interacdes entre parede celular e os cations (Hasan et
al, 2010; Javanbakht et al., 2014).

2.3.2.1.2 Biomineralizago: via direta e indireta

Dentro do processo de biomineralizagéo, a oxidagéo bioldgica do Mn (1) a Mn
(1) e/ou Mn (1V) pode ocorrer por duas vias diferentes, as quais podem ocorrer

simultaneamente (Learman et al., 2011a e Su et al., 2013). Existe a via direta realizada
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por componentes celulares, tais como enzimas (Tebo et al., 2004 e Tebo et al., 2005); e
a via indireta na qual, produtos do metabolismo microbiano (ex: superdxidos) e / ou 0
crescimento microbiano altera o pH e as condi¢bes redox do meio, resultando na
oxidagdo do Mn (I1) (Learman et al., 2011a; Tebo et al. 2004).

Na via direta, as enzimas MCOs e as peroxidases sdo as mais estudadas no
processo de oxidacdo. As MCOs sdo uma classe de proteinas de cobre que utilizam o
cobre como um cofator para catalisar oxidac6es de varios substratos concomitantemente
com a reducédo de O, a 4gua (Nealson, 2006 e Das et al., 2011). Elas foram identificadas
em bactérias que oxidam o Mn e que pertencem a diferentes filos, como Firmicutes,
Actinobacteria e Proteobacteria (Tebo et al., 2005). Entretanto, as espécies mais
discutidas na literatura sdo Pseudomona putida, Leptothrix discophora (cepas SS1 e SP-
6) e Bacillus sp. SG-1 que apresentam 0S respectivos genes que parecem estar
relacionados com a codificagédo das MCOs: cumA, mofA, mnxG (Tebo et al., 2004).

As bactérias P. putida e L. discophora séo heterotroficas e oxidam o Mn (1)
durante a fase estacionaria de crescimento com a participacdo de enzimas MCO. Cepas
de P. putida (MnB1 e GB-1) depositam Oxidos de Mn na superficie celular indicando
gue um ou mais componentes do aparato de oxidacdo estdo localizados na membrana
externa (Brouwers et al., 2000). Ja a cepa L. discophora SP-6 deposita 6xidos de Mn
numa estrutura de bainha, e a cepa L discophora SS-1 no meio extracelular, uma vez
que perdeu a capacidade de formacdo dessa mesma estrutura (Brouwers et al., 2000). A
P. putida também pode oxidar Mn (1I) a Mn (111) seguindo uma via ndo enzimatica
(Parker et al., 2004).

Bacillus sp SG-1 é uma bactéria marinha, gram positiva e a oxidagdo do Mn (I1)
a Mn (IV) por essa espécie acontece no envoltorio de esporos dormentes onde se
encontra a MCO responsavel pela oxidacdo. A oxidacdo realizada por Bacillus sp SG-1
ocorre através de duas reacdes de transferéncia de elétrons sequenciais via formacao de

um intermediério, o Mn (111) (Soldatova et al., 2012).

Na oxidagdo do Mn (I1) catalisada pelas enzimas peroxidases, 0s mecanismos de
oxidagdo via essa enzima foi demonstrado nas espécies bacterianas Erythrobacter sp.

cepa SD21 e Aurantimonas manganoxydans cepa SI185-9A1 (Anderson et al., 2009) e
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em certos fungos basidiomicetos (enzimas peroxidases extracelulares) (Das et al.,
2011). A enzima manganés peroxidase (MnP) promove a oxidacdo do Mn (Il) a Mn
(1), o qual ¢é estabilizado por metabdlitos derivados de acidos organicos (Perez e
Jeffries, 1992). O ciclo catalitico das MnP é similar a outas heme peroxidases, mas MnP

usa preferencialmente o Mn (1) como doador de elétron.

Na via indireta da oxidacdo bioldgica do Mn (1) a Mn (I11) e/ou Mn (1V), as
enzimas MCO e peroxidases ndo estdo propriamente relacionadas a oxidacdo do Mn
mesmo que algumas espécies de microrganismos tenham genes que codificam essas
enzimas. Exemplo disso ocorre na bactéria Bacillus subtillis que tem uma proteina CotA
similar a uma MCO e promove a oxidacdo do Mn (11) pelas mudancas de pH e Eh do
meio. N&o foi observada relacdo entre a presenca dessa proteina e a oxidacdo do Mn (1)
(Hullo et al., 2001).

Alguns microrganismos oxidam o Mn (Il) através da producdo de superdxidos
extracelularmente. Pela equacdo abaixo, inicialmente o Mn (II) é oxidado pelo O
formando H,O, e Mn (l11) (reacdo 1). Embora H,0, possa ser reduzido de volta a Mn
(1) (reacédo 2), a enzima catalase catalisa a decomposicdo da H,O, a H,O e O, (reacdo

3), inibindo a reacéo 2

Mn (I1) + Oy + 2H+ — Mn (I11) + H,0, 1)
Mn (I11) + %H,0, — Mn (I1) + %0, + H* @)
H,O, — %0, + H,0 (3)

A bactéria Roseobacter sp. AzwK-3b é um exemplo de microrganismo que
oxida Mn (Il) através da producdo de superdxido (Learman et al., 2011a e 2011b, e
Andeer et al. 2015). Utilizando-se filtrados livre de células provenientes de culturas de
Roseobacter sp. foi observado que a adi¢do de protease inibiu a oxidagdo do Mn (Il) e
foi sugerido que o superdxido produzido pela bactéria seria responsavel pela oxidacéo
(Learman et al., 2011a e Learman et al., 2011b). Andeer et al., (2015) mostraram que a
producdo do superdxido por essa bactéria € promovida por uma enzima localizada na
membrana externa da bactéria e que a oxidagdo do Mn (1) segue uma via semelhante a

que esta representada pelas equacdes 1-3 acima.
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Embora existam muitos trabalhos que mostrem os mecanismos de oxidacao do
Mn (I1), ainda ndo se sabe direito sobre a utilidade da formacéo de dxido de Mn para as
bactérias oxidantes desse metal. Dessa forma muitas hipdteses tém sido formuladas
como, a oxidagdo do Mn (1) a Mn (IV) seria uma reagdo exergonica e a energia obtida
seria utilizada pelos microrganismos; entretanto, ainda ndo ha evidéncias que
comprovem essa funcao para oxidacdo do Mn (Tebo et al., 2005); os 6xidos de Mn que
possuem propriedades adsortivas e séo oxidantes fortes poderiam exercer fungdo de
protecdo contra metais pesados e espécies reativas de oxigénio [este fato foi observado
em um estudo realizado com P. putida GB-1, no qual a oxidacdo do Mn aumentou a
sobrevivéncia da bactéria na presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ehrlich e
Newman, 2008)]; os éxidos de Mn também poderiam conferir protecdo contra luz UV,
predacdo e ataque viral por revestirem as células (Tebo et al., 2004) e por fim, os 6xidos
de Mn poderiam oxidar complexos de substancias humicas, liberando compostos
organicos de baixo peso molecular que poderiam ser utilizados pelas bactérias para

crescimento celular (Brouwers et al., 2000; Tebo et al., 2005 e Das et al., 2011) .
2.3.2.2. Bactérias do género Serratia

Serratia € um membro da familia Enterobacteriaceae que compreende um grupo
de bactérias gram-negativas relacionadas tanto fenotipicamente quanto pelas suas
sequéncias de DNA. Elas habitam diferentes organismos e ambientes que variam desde
insetos, mamiferos, pacientes humanos hospitalizados até agua, solos e plantas. A
maioria dos isolados de Serratia foi encontrada em pacientes hospitalizados e em aguas,
sendo a espécie Serratia marcescens a mais comum em ambos locais (Grimont e
Grimont, 2006). Diversos estudos tém demonstrado o potencial dessas bactérias no
processo de biorremediacdo de metais pesados como niquel, radio, cromo, cobre e 0
préprio Mn (Kannan e Ramteke, 2002; Zakeri et al., 2010; Zhang e Li, 2011; Andreazza
et al. 2012; Cristani et al., 2012 e Barboza et al., 2017).

Até 2006, dez espécies bacterianas pertencentes a esse género eram conhecidas e
de acordo com Li et al. (2015) um pouco mais de 13 genomas de Serratia ja foram
sequenciados e reportados ao NCBI. Alguns dos genomas sequenciados sdo: S.

marcescens WW4 isolada a partir de uma maquina de papel (Chung et al., 2013); S.
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marcescens DB11 patogeno da Drosophila; S. marcescens FGI 94 associado com uma
formiga cortadora de folha e fungo de jardim (Aylward et al., 2013); Serratia
proteamaculans 568 com uma andlise detalhada do genoma sobre a producdo de
quitinase (Purushotham et al., 2012); Serratia liquefaciens ATCC27592, Serratia
fonticola RB-25 isolada de um aterro de residuos (Ee et al., 2014); quatro cepas de
Serratia plymuthica AS13 (Neupane et al., 2012), AS12, AS9, S13 (Muller et al., 2013)
e 4Rx13 isoladas de plantas que exibem atividade de promover crescimento das mesmas

e Serratia symbiotica que coexiste com um pulgéo.

Algumas espécies desse género sao capazes de produzirem um pigmento
vermelho caracteristico chamado de prodigiosina (Figura 1), contudo a sua producao
ndo € exclusiva das espécies de Serratia (Grimont e Grimont, 2006). Existem quatro
tipos de prodigiosina e a sua biossintese por essas bactérias depende das condicdes de
crescimento bacteriano, temperatura, presenca de ions e aminoacidos (Williams e
Quadri, 1980; Bennett e Bentley, 2000). A sua producdo também é considerada um
mecanismo protetor em condicBes desfavoraveis para o crescimento bacteriano (Hejazi
e Falkiner, 1997 e Cristani et al., 2012).

Figura 2.1- Molécula de prodigiosina caracterizada por apresentar um esqueleto
comum com trés anéis tipo pirrole (Williams, 1973).

A prodigiosina localiza-se em vesiculas extracelulares, associada a células e em
granulos intracelulares (Zakeri et al., 2010). E o composto mais caracterizado na
Serratia por exibir propriedades antibacterianas, antifingicas, antiprotozoarios e por
apresentar caracteristicas imunossupressoras e anticancerigenas (Li et al., 2015). A
producdo desse pigmento tem sido relacionada tambem a absor¢do de metais pesados
em alguns trabalhos de biorremediacdo. A bioacumulacéo e biossor¢do de varios sais

de niquel pela S. marcescens NCIM 2078 foi associada ao possivel papel da estrutura da
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prodigiosina na captacdo de niquel (Kannan e Ramteke, 2002). A absorcdo de radio
também foi vinculada a producédo desse pigmento pela Serratia sp. ZF03 (Zakeri et al.,
2010).

Outras moléculas importantes também sdo produzidas pelas espécies de Serratia,
como as pirazinas usadas nas industrias alimenticias para melhorar o sabor de alguns
produtos; enzimas como as quitinases potencialmente usadas no tratamento de rejeitos
contendo quitina produzida pela industria de embalagens de frutos do mar atuam como
agentes de biocontrole contra fungos patogénicos de plantas; e participam da produgéo
de adesivos, curativos e recuperacdo de metais pesados de aguas (Grimont e Grimont,
2006).

A producdo dessas diversas moléculas por certas espécies de Serratia tornam
essas bactérias extremamente interessantes para serem aplicadas em diferentes
processos de biorremediacdo, como ja foram mostrados em muitos trabalhos da
literatura. A Serratia sp. SVGG16 isolada de solos tropicais foi capaz de produzir
compostos surfactantes durante o seu crescimento em meio contendo gasolina misturada
com alcool. Os surfactantes por serem moléculas anfipaticas, diminuiram a tensdo
superficial e interfacial em sistemas aquaticos contaminados com hidrocarbonetos,
como a gasolina, melhorando a restauracdo dessas areas a partir do aumento da area de
superficie para o ataque microbiano (Cunha et al., 2004).

A Serratia sp. Cr-10, isolada partir de um local contaminado com crémio, foi
descrita como um género crdmio resistente, apos ser capaz de remover espécies toxicas
desse elemento, reduzindo a um precipitado insolluvel através de um mecanismo
enzimatico (Zhang e Li, 2011). Um isolado de Serratia sp. encontrado em solos
brasileiros contaminados com cobre, teve o seu potencial demonstrado no processo de
biolixiviacdo de ions de cobre dos solos (Andreazza et al., 2012). A Serratia sp. ZF03
isolada de aguas termais em areas com altas concentracdes de radiacdo se apresentou

como um eficiente biossorvente do elemento radio também (Zakeri et al., 2010).

Os mecanismos utilizados por cepas ndo pigmentadas de S. marcescens na
remocdo de Mn foram estudados pela primeira vez pelo nosso grupo (Barboza et al.,
2017). Neste estudo, duas cepas de S. marcescens isoladas de agua de rejeito de mina de
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Mn, localizada em Minas Gerais, foram capazes de oxidar esse metal de forma
bioldgica através de algum produto do metabolismo microbiano que aumentou o pH do
meio e promoveu a oxidagdo do Mn (Il) por um mecanismo indireto. Foi o primeiro
trabalho que demonstrou o potencial promissor de S. marcescens no tratamento de

aguas de rejeito de mina com excesso de Mn.

2.4 Analises protedmicas para verificacdo de alteracdes moleculares causadas pela

presenca de metais

A diversidade de microrganismos que habitam locais contaminados e a
variedade de genes que codificam fenotipos que facilitam as interacfes entre os metais e
0S microrganismos sdo elementos importantes na biorremediacdo de metais (Zakeri, et
al., 2012). Trabalhos em biotecnologia indicam fungos e bactérias como principais
microrganismos eficientes na degradacdo de poluentes e metais pesados por possuirem
alto potencial de acdo na recuperacdo de ambientes contaminados (Balan, 2002). A
eficiéncia de microrganismos ambientais em degradar metais pesados, em especial 0
Mn, se deve a diversos mecanismos que envolvem desde a producdo de enzimas com
potencial de oxidar esse metal a sua forma insolivel, a outros mecanismos como, por
exemplo, produtos do metabolismo microbiano (ex: superdxidos), que podem ser

analisados atraves de abordagens proteémicas.

A disponibilidade de genomas microbianos em bancos de dados e as melhorias
nas ferramentas utilizadas no estudo de proteinas aceleraram a analise de proteomas dos
microrganismos (Bianco e Perrotta, 2015). A protebmica tem se tornado uma
metodologia essencial na genémica funcional, uma vez que fornece informacdes em
nivel de proteina, sendo particularmente relevante por oferecer uma viséo da funcéo da
proteina, sua localizacdo especifica (subproteoma), bem como informacBes de
modifica¢bes pds-traducionais, tais como fosforilacdo, glicosilacdo e peptideo de sinal,
que desempenham um papel importante na atividade e localizacdo dessa macromolécula
(Bianco e Perrotta, 2015).

A protebmica é uma das melhores ferramentas para avaliar a resposta de
qualquer organismo ao seu ambiente circundante e tem sido usada em diversos estudos

para descobrir as proteinas microbianas envolvidas em situacdes de estresse (Braconi et
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al., 2011; llyas et al., 2014; Bianco e Perrotta, 2015 e Kumar e Rai, 2015). A maioria
das espécies microbianas tolerantes a metais possuem apenas informacgdes limitadas
sobre as alteragdes protedmicas devido a presenca de metal (llyas et al., 2014). Existe
apenas um trabalho com bactérias resistentes ao Mn que verificou as proteinas expressas
em relacdo a presenca desse metal (Learman e Hansel, 2014). Nesse sentido, mais
estudos protedbmicos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nessa

condicgéo.
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3. Relevancia e hipotese

Diversas fontes antropicas como atividades industriais, lodo de esgoto, residuos
de produtos comerciais da agricultura e combustiveis, rejeitos de mina, dejetos urbanos
e fertilizantes sdo responsaveis pela emissdo de Mn no meio ambiente, com consequente
contaminagdo dos mesmos (Martins e Lima 2001). Remové-lo dos ambientes, assim
como outros metais pesados, de forma eficiente e adequada tem se tornado uma
necessidade atual tanto no cenério regional, nacional e internacional. Desta forma, a
busca por alternativas de remocao de metais pesados e de menor impacto ambiental tem

motivado a comunidade cientifica.

Desde a década de 1980, a remocdo de Mn por meio de potenciais
microrganismos tem sido aplicada com sucesso em muitas instalac6es (Qin et al., 2009;
Li et al., 2013; Yang et al., 2014). Entretanto os mecanismos especificos envolvidos na
oxidacdo desse metal ainda sdo pouco compreendidos (Nakama et al., 2014). No
presente trabalho, focamos especificamente em individuos do género Serratia que
parece ser muito promissor em processos de biorremediacdo de Mn (I1), além de ser
bom produtor de enzimas e pigmentos que sdo capazes de degradar/e ou absorver

contaminantes toxicos.

Nesse sentido, partimos da hipdtese que a cepa pigmentada de S. marcescens
apresenta melhor capacidade de tolerar e remover o Mn (1), uma vez que sabemos que
a presenca do pigmento prodigiosina pode conferir uma vantagem ecoldgica ao seu
produtor. Para investiga-la, dois isolados de Serratia sp., um pigmentado e outro ndo
pigmentado, foram comparados em duas condi¢bes nutricionais diferentes contendo
altas concentragcdes de Mn (Il). Um meio de cultura rico em nutrientes permite um
maior crescimento bacteriano o que pode afetar a remocdo de Mn (Il). Abordagens
protedmicas foram utilizadas para compreender melhor esse processo de tolerancia e

remocdo de Mn (11) e o pigmento prodigiosina foi analisado.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral conhecer os mecanismos e as proteinas
envolvidas na remocdo e tolerancia ao Mn (Il) de um isolado pigmentado de S.
marcescens. Além disso, analisar a influéncia de altas concentracdes desse metal na

producdo de prodigiosina.
4.1.1 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos foram,

e Comparar a habilidade de tolerancia e remog¢do de uma cepa pigmentada de S.
marcescens (LG1) com outra ndo pigmentada (CL11) na auséncia e presenca de
diferentes concentragdes de Mn (1) em um meio pobre (meio K) e em um meio
rico em nutrientes (meio NB);

e Determinar os possiveis mecanismos utilizados na remocéo de Mn (l1);

e Obter o perfil protebmico da cepa pigmentada LG1 na condicdo de auséncia e
presenca de Mn (I1);

e Compreender as funcdes das proteinas identificadas em ambas as condicdes,
especialmente aquelas encontradas mais expressas na presenga de Mn (11);

e Caracterizar o pigmento da cepa S. marcescens LG1;

e Auvaliar a influéncia do Mn (1) na producéo da prodigiosina.

As secBes de metodologias, resultados e discussdo foram agrupadas em artigos,

que foram obtidos a partir deste trabalho, como descrito abaixo:

Capitulo 1:_Meio de crescimento rico promove aumento na remogdo de Mn (1) e na

producdo de éxido de manganés por cepas de Serratia marcescens isoladas de efluentes

Capitulo I1:_Alteracdes no proteoma da Serratia marcescens em resposta ao manganés

().

Capitulo I11: Caracterizacdo da prodigiosina produzida pela cepa LG1 e 0 impacto da

concentracdo do Mn (11) na sua producéo.
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5. CAPITULO I: Meio de crescimento rico promove aumento na
remocao de Mn (I1) e na producédo de éxido de manganés por cepas de

Serratia marcescens isoladas de efluentes

Pollyana S. Queiroz, Natdlia R. Barboza Mdnica M. Cordeiro, Versiane A. Ledo e

Renata Guerra-Sa

Neste capitulo foi investigado o desempenho de dois isolados de Serratia marcescens na
remocdo de manganés (I1) e os efeitos do meio de cultura rico em nutrientes (meio NB)
e pobre em nutrientes (meio K) neste processo. No meio NB, o isolado pigmentado
denominado de LGL1 e o isolado CL11 ndo pigmentado, exibiram melhor crescimento e
maior tolerancia ao Mn (11) (0-2000 mg L™). Além disso, uma melhor remocéo de Mn
(1) (64,25%) e o aumento da formagdo de 6xidos de Mn foram observados neste meio,
especialmente para o isolado LG1. A andlise de EELS revelou Mn no interior da célula
de LG1 e analise EDX revelou Mn fora da célula de CL11, indicando que os dois
isolados removem Mn (11) por meio de mecanismos distintos. A bioxidacdo de Mn pela
linhagem CL11 pode envolver mecanismos indiretos que alteram o pH do meio,
enquanto a linhagem LG1 pode usar um mecanismo direto para a biooxidacdo mediada
por componentes celulares, como proteinas intracelulares. Estes resultados demonstram
o0 potencial biotecnoldgico das duas linhagens. Além disso, € a primeira vez que o alto
potencial do meio NB para remoc¢do de Mn é demonstrado. Este meio foi influenciou
grandemente a remocdo de Mn e a formacdo de Oxidos, especialmente no caso do
isolado LG1 pigmentado.

Esse capitulo foi publicado como “Rich growth medium promotes an increased on
Mn(Il) removal and manganese oxide production by Serratia marcescens strains
isolates from wastewater” na revista Biochemical Engineering Journal Volume 140:
148-156, 2018, doi.org/10.1016/j.bej.2018.09.018
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I.1 Introducéo

O manganés (Mn) é um metal pesado encontrado naturalmente na Terra e um
micronutriente essencial para o crescimento e a sobrevivéncia dos humanos, animais e
plantas (Langille e Maclean, 1976). O aumento das atividades de mineragdo e
industriais elevou sua concentracdo no meio ambiente, gerando problemas ndo s6 para o
meio ambiente, mas também para a salide humana, devido a sua alta toxicidade (Li et
al., 2013; Kornblith et al., 2018; Kafaei et al., 2017). O Mn foi colocado na Lista
Prioritéria de Substancias Perigosas pela Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de
Doencas (ATSDR) (Fay e Mumtaz, 1996) e sua contaminacdo em &guas industriais,
agua potavel e aguas subterraneas se tornou um problema crescente em muitas partes do

mundo (Franciskovic-Bilinski et al., 2017), necessitando sua remocdo desses ambientes.

Dentre as técnicas disponiveis para remocdo de Mn, os métodos fisico-quimicos
sdo 0s mais convencionais. Em pH neutro, a oxidacdo de Mn (11) solGvel em oxido de
Mn (1V) insolavel é muito lenta, de modo que oxidantes quimicos como o cloro séo
usados para acelerar este processo. Depois disso, 0s 6xidos de Mn podem ser removidos
por filtracdo (Choo e Choi, 2005; McKee et al., 2016). Embora esses métodos sejam
eficazes, eles promovem a remocdo incompleta, geram subprodutos tdxicos e
apresentam baixo beneficio econdmico (Di Bernardo e Di Bernardo, 2006; Volesky,
2011). Como alternativa, novas estratégias biotecnoldgicas baseadas em
microrganismos oxidantes de Mn foram propostas como formas mais eficientes e
ecologicamente corretas, compensando as deficiéncias dos métodos tradicionais
(Ehrlich e Newman, 2008; Tang et al., 2014).

Bactérias oxidantes de Mn, como Bacillus sp.s cepa SG-1, Leptothrix
discophora SS-1 e Pseudomonas putida MnB1 e GB-1 foram isoladas de uma ampla
variedade de ambientes, incluindo mares e corpos dagua contaminados, solos,
sedimentos, tubulacdes de agua, ndédulos de Mn e fontes hidrotermais (Waasbergen et
al., 1996; Corstjens et al., 1997; Caspi et al., 1998; Brouwers et al., 1999; Das et al.,
2011). Devido ao pequeno tamanho e alta razdo superficie-volume desses
microrganismos, eles possuem uma grande &rea de contato disponivel para interacdo

com ions metalicos presentes na solucdo (Soares e Soares, 2012). Além disso, eles

20



564
565
566
567
568
569
570
571

572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588

589
590
591
592
593
594

podem sintetizar enzimas como a multicobre oxidases, que catalisam a oxidacdo de Mn
(1) a Mn (IV) e, assim, aumentam a taxa dessa reacao (Tebo et al., 2004). A oxidagéo
biol6gica mediada por bactérias leva a precipitacdo de Oxidos de Mn em sistemas
naturais, que é um processo ambientalmente importante no que diz respeito a sorcao e
sequestro de metais pesados e a oxidacdo de uma variedade de compostos organicos e
inorganicos (Francis et al., 2001; Tebo et al., 2004). Os 6xidos de Mn biogénicos
possuem alta capacidade de adsorcdo de metais pesados em sua superficie (Tebo et al.,
2004).

Espécies de Serratia tém sido consideradas ferramentas potenciais para a
remocdo de Mn e outros metais pesados, como cromo (Cr), cddmio (Cd), chumbo (Pb),
cobre (Cu), zinco (Zn) e niquel (Ni). Essas bactérias pertencem a familia
Enterobacteriaceae e, por serem boas produtoras de enzimas e outros compostos
importantes, possuem a capacidade de remover metais pesados do meio ambiente, ndo
apenas por vias diretas envolvendo enzimas, mas também por mecanismos indiretos,
como a biossorcao (Kannan e Ramteke, 2002; Cruz-Vega et al., 2008; Zhang e Li, 2011;
Cristani et al., 2012; Andreazza et al., 2012; Barboza et al., 2017). Algumas espécies de
Serratia produzem o interessante pigmento vermelho, chamado prodigiosina, 2-metil-3-
amil-6-metoxiprodigiosene (Williams e Quadri, 1980) que é considerado parte de um
mecanismo de protecdo para o crescimento bacteriano sob condicdes desfavoraveis
(Hejazi e Falkiner, 1997). Este pigmento € o composto mais caracteristico da Serratia
devido as suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antiprotozoarias, e
recentemente também foi relatado exibir atividades imunossupressoras e
anticancerigenas (Li et al., 2015). Sua presenca tem sido associada a absorcéo de metais
pesados e elementos radioativos em alguns estudos de biorremediacdo (Kannan e
Ramteke, 2002; Cristani et al., 2012; Zakeri et al., 2010).

Em um trabalho anterior do nosso grupo, descobriu-se que uma cepa nhao
pigmentada de Serratia marcescens isolada de &guas residuais da mina removeu
eficientemente Mn (1I) através de um mecanismo indireto (Barboza et al., 2017). Esta
cepa promoveu um aumento no pH do meio, resultando na oxidacdo dos ions Mn. No
entanto, ndo se sabe se a cepa pigmentada de Serratia pode apresentar um melhor
desempenho na remocdo de Mn. Nesse sentido, 0 objetivo do presente trabalho foi
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comparar a capacidade de uma cepa pigmentada e outra ndo pigmentada de Serratia em
remover 0s ions Mn (1) do meio e avaliar os possiveis mecanismos utilizados pelas
duas linhagens na biorremediacdo do Mn. A influéncia do meio de cultura na remogéo
deste ion tambeém foi examinada, uma vez que se espera que um meio mais rico permita

um maior crescimento bacteriano o que pode afetar a remogéo de Mn (11).

I.2 Materiais e métodos
1.2.1 Cepas bacterianas

As duas cepas de Serratia denominadas CL11 e LG1 usadas neste estudo foram
isoladas de aguas residuais coletadas em Minas Gerais, Brasil. A cepa ndo pigmentada
CL11 foi recuperada de uma amostra de agua coletada de uma mina de Mn na regido do
Quadrilatero Ferrifero e a cepa pigmentada LG1 foi isolada de um lago contaminado
que sofre poluicdo intensa devido a descarga de esgoto doméstico, derramamentos de
6leo e lixo carregado pela chuva (Freitas, 2009). A cepa CL11 foi identificada como
Serratia marcescens em um estudo anterior (Barboza et al., 2017). A cepa LG1 foi
isolada como resistente a Mn (I1). As cepas foram cultivadas em meio K sélido (2,0 g
L™ ' de peptona, 0,5 g L™ * de extrato de levedura, tamp&o HEPES 10 mM, 15 g L™ ! de
4gar, pH 7,5) e meio nutriente sélido (NB) (10 g L™ * de peptona, 3 g L™ de extrato de
levedura, 5 g L™ de NaCl, 15 g L™ * de 4gar, pH 7,0) suplementado com 50 mg L™ de
Mn (I1) como MnSO 4  H,O por sete dias com incubacdo a 28 =2 ° C.

1.2.2 Identificacdo da cepa LG1: Sequenciamento do rDNA 16S bacteriano

Na caracterizacdo molecular, o isolado LG1 foi cultivado por trés dias em meio
K a 30° C com agitagdo constante a 150 min™ *. As células foram entdo centrifugadas a
14681 x g durante 5 min e 0 DNA gendmico foi extraido utilizando um kit NucleoSpin
Tissue (Macherey-Nagel). A concentracdo e a qualidade do DNA foram determinadas
por eletroforese em gel de agarose (0,6%) e espectrofotometria UV (NanoDrop), e a
PCR foi entdo realizada para amplificar o gene RNA 16S. Na reacdo de PCR, os
primers 8F e 1392R (Bortone, 2005) foram usados sob as seguintes condicdes de

reacdo: 1x tampdo de PCR, 0,75 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo,
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0,2 mM de cada primer, 2,5U de Tag DNA polimerase (Thermo Scientific TagDNA
Polymerase, Fermentas), e 2ng de DNA molde em um volume final de 25 mL. As
condicdes do ciclo foram as seguintes: desnaturacéo inicial (2 min a 95 °C), seguida por
35 ciclos de desnaturacdo (1 min a 95 °C), anelamento (45 seg a 47 °C) e extensao (2
min a 72 °C) e uma etapa de extensdo final (10 min a 72 °C). Os produtos de PCR

foram detectados por eletroforese em gel de agarose (1,2%).

Os produtos de PCR foram purificados como descrito anteriormente (Sambrook
et al., 1989) e os amplicons foram sequenciados na dire¢do forward usando um kit
BigDye Terminator (Applied Biosystems) de acordo com as instru¢Ges do fabricante e
analisados em um sequenciador de DNA automatizado (3500 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas foram analisadas utilizando o Editor
de Alinhamento de Sequéncias, BioEdit, e foram utilizadas sequéncias em triplicata
para construir sequéncias consenso com a ferramenta Clustal W (Aiyar, 2000). Estas
sequéncias de LG1 foram comparadas com as sequéncias do gene 16S rRNA
disponiveis nas bases de dados do GenBank usando a ferramenta de alinhamento
BLASTnN (Altschul et al., 1900). As sequéncias foram alinhadas usando o programa
Muscle (Edgar, 2004) e, em seguida, utilizadas no programa Gblocks (Castresan, 2000).
Uma arvore filogenética foi entdo construida usando a maxima parcimonia dentro do
pacote de software PAUP (versdo 4.0b10) e as andlises filogenéticas foram realizadas
usando o software FigTree 1.3.1. A robustez estatistica da analise foi estimada por
bootstrapping com 1.000 repeticdes. A sequéncia parcial da sequéncia do gene 16S
rRNA do isolado de S. marcescens foi depositada no GenBank sob 0 nimero de acesso
(MG855665).

1.2.3 Tolerancia e influéncia de Mn (I1) no crescimento bacteriano
1.2.3.1 Avaliacdo da tolerancia ao Mn (1)

A tolerdncia méxima ao Mn (1) no crescimento bacteriano foi avaliada
primeiramente em placas de Petri contendo varias concentra¢fes de Mn. As cepas CL11
e LG1 foram inoculadas em meio K e NB solido sem Mn (1) e suplementadas com
vérias concentragdes de Mn (11) (5, 10, 25, 50, 100, 140, 300, 600 ou 1200 mg LY. As
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placas foram incubadas a 30 °C e as coldnias formadas em cada concentracdo foram

contadas no final de cinco dias.
1.2.3.2 Influéncia do Mn (Il) no crescimento bacteriano

Para avaliar a influéncia do Mn e do meio nutricional no crescimento de CL11 e
LG1, 250 pL de cultura de cada cepa foi inoculada em frascos de 250 mL contendo 100
mL de meio NB liquido sem Mn (Il) (controle) ou suplementado com Vérias
concentragdes de Mn (1) (5, 10, 25 ou 50 mg L™ %). Este procedimento foi repetido
usando 100 mL de meio K liquido. As culturas foram entdo cultivadas a 30° C com
agitacdo constante a 150 min~* e as amostras foram coletadas ap6s 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10,
12, 24 e 36 h para medir o crescimento bacteriano atraves da densidade dptica a 600 nm
(espectrofotdmetro da série 2800 A, Hitachi).

1.2.4 Experimentos de oxidacao e adsorcao
1.2.4.1 Ensaio de remog&o de Mn (1)

Como nos experimentos anteriores, CL11 e LG1 foram cultivados em meio K e
NB contendo 40 mg L™ ! Mn (1) e incubados por oito dias. As amostras foram coletadas
a cada dois dias para medir a concentracdo de Mn (espectrometria de emissdo atdbmica
por plasma ICP-OES; Varian 725), pH e crescimento bacteriano (densidade optica a 600
nm usando um espectrofotdbmetro da série Hitachi 2800 A). Apds centrifugacdo a
14.681 x g por 15 min, a massa bacteriana foi descartada e a quantidade de Mn
removido foi calculada com base na concentracdo remanescente do elemento no meio
de cultura. Os frascos controle (condi¢cbes abidticas) com o pH ajustado a 7,5 foram
mantidos em condic¢des semelhantes e o crescimento bacteriano foi evitado pela adigéo
de ampicilina. A remocédo de Mn foi calculada usando a seguinte formula:

Remocdo (%) = ((A - B) / A) x 100%

onde A e B representam as concentracdes inicial e final de Mn, respectivamente.
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1.2.4.2 Ensaio de oxidacdo de Mn (1)

A quantidade de Mn oxidado produzido foi medido colorimetricamente usando o
ensaio de corante azul de leucoberbelin (LBB) com KMnO, usado para tracar a curva
padréo (Hurst et al., 1997). Para realizar o ensaio, 100 pl de sobrenadante da cultura de
CL11 e LGL1 obtido apéds centrifugacdo foram adicionados a aliquotas de 500 pL de
0,04% de LBB (Sigma-Aldrich USA), e as amostras foram entdo armazenadas no
escuro durante 3h. A absorbéncia a 620nm foi mensurada em seguida

(espectrofotdmetro da série 2800 A, Hitachi).
1.2.4.3 Biossorc¢ao de metal pesado por células microbianas mortas

A capacidade de células microbianas mortas remover Mn (11) foi avaliada pela
adicdo de biomassa produzida em meio liquido K e NB sem Mn (1) em frascos de 250
mL contendo 100 mL de solucdo de 40 mg L™ *de Mn (11). Os frascos foram incubados
a temperatura ambiente com agitacdo e aliquotas de 1 mL foram retiradas a cada 12
horas durante cinco dias para medir a concentracdo de Mn (I1) usando ICP-OES. Cada
aliquota recolhida foi centrifugada durante 5 min a 7155 x g e o sobrenadante resultante
foi diluido dez vezes em agua destilada e acidificado com solugdo de HCI (1: 1). O Mn
residual no sobrenadante foi medido usando ICP-OES e este valor foi usado para
calcular a quantidade de Mn removido pela biomassa. A presenca de espécies de Mn
oxidadas [Mn (I11) ou Mn (1V)] nas amostras foi monitorada pela adi¢do de 0,5 mL de
0,04% de LBB em 45 mM de &cido acético e confirmada pela reacdo positiva azul em

poucos segundos.
1.2.4.4 Oxidagdo de Mn (I1) pelo filtrado livre de células

A remocdo de Mn por filtrados livres de células também foi estudado, como
descrito anteriormente por Learman et al. (2011). Ambas as cepas bacterianas foram
cultivadas em meio K e NB liquido durante quatro dias sob as mesmas condi¢bes de
cultura como descrito acima e depois centrifugadas a 7155 xg durante 20 min. Os
sobrenadantes foram filtrados através de membranas de 0,22 um para garantir que 0s
filtrados fossem isentos de células. Cada amostra foi dividida em dois frascos, um

contendo 100 pug mL™ * proteinase K (Promega) e o outro ndo. Antes de adicionar 40 mg
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L™t de Mn (11) a estes frascos, os frascos contendo proteinase K foram incubados a 37 °C
durante trés horas. Os frascos foram entdo mantidos a essa mesma temperatura com
agitacdo constante a 150 min ~ ' e as amostras foram coletadas a cada 24 horas durante
sete dias para medir a concentracdo de Mn usando ICP-OES e determinar a eficiéncia de

remocdo. A oxidacdo de Mn foi confirmada usando o LBB.

1.2.5 Microscopia eletrénica: analises de espectroscopia de raios X por dispersao

em energia (EDX) e espectroscopia de perda de energia de elétrons (EELS)

As cepas CL11 e LG1 crescidas por oito dias em meio K e NB liquido contendo
40 mg L ' de Mn (11) foram analisadas por microscopia eletronica de transmissdo
(MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os ensaios MEV/EDX foram
realizados utilizando um sistema FEI Quanta 200 FEG e os ensaios MET/EDX e
MET/EELS foram realizados utilizando os sistemas FEI Tecnai G2 12 Spirit BioTwin
de 120 kV e Tecnai G2 20 SuperTwin de 200 kV. Os experimentos e analises
envolvendo microscopia eletronica foram realizados no Centro de Microscopia da

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil.
1.2.6 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados obtidos foram
analisados estatisticamente usando o software GraphPad Prism para determinar
diferencas significativas (p <0,05). Os dados apresentados sdo a média = SEM e as
comparac0es estatisticas foram realizadas usando regressao linear, ANOVA one-way e

ANOVA two-way seguido por testes pds Bonferroni, conforme apropriado.
1.3 Resultados
1.3.1 Identificacdo da cepa LG1 e caracterizacdo molecular

A analise comparativa das sequéncias do gene 16S rRNA revelou gque a cepa
LG1 compartilhou 99% de similaridade com a sequéncia do gene 16S rRNA de S.
marcescens, confirmando sua identidade (figura 1.1). A sequéncia parcial da sequéncia
do gene 16S rRNA foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso MG855665. As

sequéncias 16S rRNA de varias bactérias conhecidas como Mn (ll)-oxidantes foram
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incluidas na andlise filogenética, bem como a sequéncia do isolado CL11. O isolado
LG1 pigmentado foi agrupado com o género Serratia, principalmente com S.
marcescens. A auséncia do pigmento prodigiosina em cepas de S. marcescens nao
pigmentadas pode ser explicada pela falta da enzima de condensacdo usada para a
biossintese de prodigiosina (Ding e Williams, 1983). Embora a prodigiosina seja um
pigmento caracteristico de S. marcescens, sabe-se que sua producéo é influenciada por
varios fatores ambientais, incluindo disponibilidade de fosfato inorgénico, composicéao
do meio, temperatura e pH (Williams e Quadri, 1980; Grimont, 1977).

1.3.2 Toleréncia e influéncia de Mn (I1) no crescimento bacteriano

A tolerancia ao Mn (1) e a influéncia do Mn (I1) foram avaliadas observando o
crescimento bacteriano dos isolados LG1 e CL11 em meio liquido e sélido contendo
varias concentracdes de Mn (I1). Nos testes de tolerancia de placa, os isolados de LG1 e
CL11 mostraram boa tolerancia ao Mn (1) e foram capazes de crescer nos meios NB e
K em todas as concentracdes de Mn (ll) testadas (figura 1.2). O nimero de colbnias
formadas pelo isolado LG1 foi praticamente constante nas placas controle e nas placas
contendo Mn (1) para ambos os meios de cultura (p> 0,05) (figura 1.2A e 1.2B). Em
contraste, para o isolado CL11, o nimero de col6nias diminuiu com o aumento da
concentracdo de Mn (11), especialmente nas concentracdes de Mn (11) de 600 mg L™ ' e
1200 mg L™ * (p <0,05) (figura 1.2C e 1.2D).

O isolado LG1 produziu um nimero maior de colénias do que o CL11, e para
ambos os isolados o crescimento bacteriano foi maior no meio NB do que no meio K.
Reducgdes nos tamanhos das coldnias, alteracbes em sua morfologia e escurecimento dos
meios e/ou colbnias nas placas contendo Mn (1) foram observadas nas concentragdes
igual e acima de 50 mg L™* nos dois isolados.

Em meios liquidos, as concentracdes de Mn (II) testadas ndo influenciaram o
crescimento dos isolados LG1 e CL11 (p> 0,05) (figura 1.3), e maiores niveis de
crescimento foram novamente observados em meio NB (OD LG1 e CL11> 2.000)
(figura I.3A e 1.3C) do que no meio K (DO LG1 e CL11 <1.000) (Fig. 1.3B e 1.3D) para

ambos isolados.
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768  Figura I.1- Identificacdo filogenética da cepa LG1 com nimero de acesso do GenBank MG855665

Pssudomenas cuatrociensgasensis stran 1N (MR_044580.1)
Serratia marcescens strain NBRC 102204 (NR_114043.1)
Serratia marcescens strain DSM 30121 (MR_041830.1)
Serratia mancescens strain JCOM 1238 (NR_113236.1)
Serratia marcescens subsp. sakuensis strain KRED (MR_038666.
L1

Serratia nematodiphila strain DZ0S035B51 (MR_044385.1)
CLT1 (Ko44553)

Eschenchia coli strain NBRC 102203 (NR_114042.1)
Psaudocitrobacter anthropi strain C138 (NR_125821.1)
Raoultella planticoda strain ATCC 33531 (NR_024085.1)
Missabacter ancheti strain 2134 (NR_147383.1)

FKlebsiella variicola strain F2R2 (NR_025635.1)

Serratia ureilytica strain Nivia 51 (NF_42356.1)
Escherichia vulneris strain NBRC 102420 (NR_114030.1)
Entercbacter soli stran LFT (NR_117547.1)

Rewdela chamberiensis (NR_135871.1 )

Sermatia rubidaea strain DSM 4450 (NR_114718.1)
Gibbsiella greigii strain FRE 224 (NR_126201.1)

Semratia odonfera strain PADG 1073 (NR_D37110.1)
Sermatia enternophila stran DEM 12358 (NR_025338.1)
Sermatia quinvorans strain 4354 (NR_037112.1)

Serratia ficaria strain JCM1241 (NR_112005.1)

Serratia ficaria strain NBRC 102506 (MR_114155.1 )
Serratia ficara strain DSM 4560 (NR_D41872.1)

[Bacilus] caldotenax strain DEM 408 (NR_128321.1)
Bacillus safensis sirain NBR.C 100820 (MR_113845.1)
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Figura 1.2- Toleréncia ao Mn (1) das cepas LG1 e CL11 nos meios NB e K (A-D). C e
D: a- significativamente diferente da concentragdo de 0 mg L™ Mn (Il); b-
significativamente diferente da concentracdo de 0 e 10 mg L™ Mn (II); c-
significativamente diferente da concentracido de 0 e 50 mg L™ Mn (ll); d-
significativamente diferente da concentracdo de 5, 25, 50 e 100 mg L™ Mn (Il); e-
significativamente diferente da concentracéo de 140 e 300 mg L™ * Mn (I).

29



776

777
778

779

780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790

A LG1- meio NB B LG1- meio K
p>0.05 . ) p=0.05

267 =+ Controle 26 == Controle
249 | .. 5 mg L Mn(ll) 244 | _a. 5 mg L Ma(ll)
B 229 | -a= 10 mg L Mn() ) O 224 | -s= 10 mg L'Ma(l)
Q20]|-n 25 mg L Mn(ll) - --—_-;-:"'.'.."- g %2.0- =¥ 25mg L 'Mn{ll)
218 somgLimam | B s S 2 4.8 [+ 50mg L"Mal)
'é 16 >
g 1.4
o 12
E 10
Eos 4
@
2 0.6 T
G 04 Ei
0.2 ! it _
0.0 0.0 ey ———————
"0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Tempo (h) Tempo (h)
C CL11- meio NB D CL11- meio K
2.6- p>0.05 26 p>0.05
. —e— Controle 2.4 —— Controle
'E“- -+ 5mg L Mn(ll) 2| s maLtem
22,2- =a= 10 mg L™ Mn{ll) 8 221 |-a- 10mg L"_MntIIJ
° 2.04 | _,. 25 ma L Mn(ll =204 |-* 25mgL"Mn(ll)
= 9 n(l) S 1.84 |- 50 mg L™ Mn{ll)
8187 [« somgLimnm | _——7 5"
3 161 o St §16
31.4- e §1_4.
2 1.2 S 1.2
£ 1.0- 4 € 1.04
£ 038 £ 08
% 0.6 § 061
2 0.4 O 0.4
4 0.24 .
0.2 Ts
L e e e e B B e L e o e .0
0 2 4 6 8101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 1.3- Influéncia do Mn (I1) no crescimento de LG1 e CL11 nos meios NB e K. A:
LG1 em meio NB; B: LG1 em meio K; C: CL11 em meio NB; D: CL11 em meio K.

1.3.3 Experimentos de oxidacgéo e adsorgao

A habilidade dos isolados LG1 e CL11 em remover o Mn (l1) foi investigada
usando Vvérios experimentos como um esfor¢o para elucidar os mecanismos potenciais
usados por bactérias neste processo. Em ambos os meios testados, a remoc¢édo de Mn (1)
pelos isolados LG1 e CL11 comecgou juntamente com o crescimento celular (figura 1.4).
Ap06s dois dias a fase estacionaria foi alcancada, enquanto o decaimento Mn (lII)
mostrou-se continuo durante toda a duracdo dos experimentos, especialmente no caso
do meio NB. O pH permaneceu constante durante a remocao de Mn (Il) pelo LG1,
diminuindo sutilmente até o final do experimento (figura I.4A e 1.4B), enquanto o pH
aumentou durante a remogédo do Mn pelo isolado CL11 (figura 1.4C e 1.4D ). No meio
NB, LG1 e CL11 exibiram a mesma média de remocdao (64,25%), e as quantidades de
Mn oxidado produzido pelas duas cepas apods oito dias foram 26,39 uM e 10,61 uM,
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791  respectivamente (Tabela 1 e 2). No meio K, o LG1 removeu 56% do Mn (11) e produziu
792 3,13 uM de Mn oxidado, enquanto o CL11 removeu 60,5% do Mn (Il) e forneceu 4,15
793  uM de Mn oxidado. As taxas de remog¢do de Mn (II), bem como a formagao de 6xidos
794 de Mn aumentaram com o crescimento celular. Nenhuma remocdo de Mn (lI) foi

795  observada no controle (dados ndo mostrados).

796
A LG1- meio NB B LG1- meio K <005
< p<0.05 -; p<d.
2 40- 40+ 8.5
g 40 8.5 E o
= 354 8.0 — 354 .
= 7.5 = 75 ©
£ 307 70 T £ 39 70 I
2 25 65 = 25 6.5
2 2] 6.0 S 5] 6.0
o 20 25 6 ° 20 255 Q
g 15+ 20 g3 'g 15+ 208 &
5~5a 155 2
8 10 :goﬁe. 'S 101 13%3
g 5] Yosx3 £ ] R
£ 0588 E 055 2
20 T T T +00 ©3 ¥ o T T T +0.00
S o 2 4 6 8 S o0 2 4 6 8 =
o o
Dias Dias
c CL11- meio NB D CL11-meio K
— - <0.05
T, p<0.05 5 P
o . = -
..__E._ 40 gg é 40 8.5
= 35! . = 35] 8.0
= 75 © = 7.5 ©
e 301 70 T g 303 70 T
= 251 6.5 = 25 6.5
2 20 6.0 2 204 6o
@ 25T ° 258 o
20O Q=
T 154 200 % T 15 203 @
o E" o [=] =, w
LT 1.5 :.% 'S 10+ 155 ©
& 1085 8 1.03 3
= 54 Ys 3 = 54 c o
£ 0522 ¢ 0552
e 0 T T T +0038 & 0 T 00g°
s 0 2 4 6 8 B & © 2 4 6 8
(5] o
Dias Dias
797

798  Figura 1.4- Remocdo de Mn (I1) pelos isolados LG1 e CL11 em meio NB e K. A: LG1
799 em meio NB; B: LG1 em meio K; C: CL11 em meio NB; D: CL11 em meio K (A - pH;
800 e -remogdo de Mn (II); m - crescimento bacteriano).
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Tabela 1.1 - Remocéo de Mn (I1) e concentragdes médias de 6xido de Mn apresentadas

pela cepa LG1 em meio NB e K em triplicata.

Meio NB* Meio K**
Dias Remocgéo de Concentracao de Remocéo de Concentracdo de 6xido
Mn(Il) (%) 6xido de Mn (UM) Mn(l1) (%) de Mn (uM)
(£ SD) (£ SD)

0 11.25 5.83 (+ 0.88) 14.0 0
2 39.5 9.17 (+ 0.58) 445 1.80 (+ 0.08)
4 53.50 15.28 (+ 0.92) 53.75 2.72 (£ 0.52)
6 62.0 19.17 (+ 0.62) 53.50 2.65 (+ 0.36)
8 64.25 26.39 (+ 0.43) 56.0 3.13 (+ 0.13)

*Mn(11) inicial: 35.5 mg L". Mn(1l) residual: 14.33 mg L ™.
**Mn(ll) inicial: 34.4 mg L. Mn(ll) residual: 17.67 mg L *.

(x SD): desvio padrao

Tabela 1.2 - Remocdo de Mn (11) e concentracbes médias de 6xido de Mn apresentadas

pela cepa CL11 em meio NB e K em triplicata.

Meio NB* Meio K**
Dias Remocéo de Concentracéo de Remocéo de Concentracdo de 6xido
Mn(l1) (%) oxido de Mn (uM) Mn(11) (%) de Mn (uUM)
(£ SD) (£ SD)

0 10.25 0 17.0 0
2 29.25 7.28 (£ 0.53) 35.5 0
4 54.50 8.94 (£ 0.73) 52.25 2.01 (£ 0.07)
6 67.5 10.93 (+ 0.9) 57.25 3.45 (+ 0.08)
8 64.25 10.61 (+ 0.43) 60.5 4.15 (+ 0.24)

*Mn(I1) inicial: 35.9 mg L™". Mn(11) residual: 14.33 mg L.
**Mn(ll) inicial: 33.2 mg L. Mn(ll) residual: 15.8 mg L ™.

(x SD): desvio padrédo

Nos experimentos de biossorcdo de Mn (II) utilizando celulas mortas (figura

1.5), nenhum dos isolados foi capaz de remover Mn (1) em qualquer um dos meios e o
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pH néo se alterou ao longo do tempo. Da mesma forma, nos ensaios de oxidacdo de Mn
(1) utilizando filtrados livres de células na presenca ou auséncia de proteinase K, nédo
foi observado alguma remocdo (figura 1.6). Os resultados destes experimentos foram
confirmados usando o ensaio com LBB e sugerem que a remocao de Mn (I1) ndo ocorre
via biossor¢édo ou a secrecao de proteinas para o meio de cultura. Nenhuma remocéo de

Mn (I1) foi observada no controle (dados ndo mostrados).
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Figura 1.5- Experimento de remocdo de Mn (I1) utilizando células mortas das cepas

LG1 e CL11 em meio NB e K. A: LG1 em meio NB; B: LG1 em meio K; C: CL11 em
meio NB; D: CL11 em meio K.

33



833

834
835
836

837

838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848

Filtrado livre de células da cepa LG1 em meio NB Filtrado livre de células da cepa LG1 em meio K

A — LG p>0.05 B —Te p>0.05

'-':; 3 LG1 + proteinase f:: 1 LG1 + proteinase
- T @ 45

g45 245

=40 = 401

= a5 = 354

1=

=30 = 30

_E 25 ‘5 254

820 3 201

g 15 No“ 154

L

g 10 g 101

€ 5 .E. 5

8 0 r g o .

S ° v ® A 5 ° Q o A

© Dias © Dias

Filtrado livre de células da cepa CL11 em meio NB Filtrado livre de células da cepa CL11 em meio K
¢ = cL1 p>0.05 D = cL11 p>0.05

5 == CL11 + proteinase < = CL11+ proteinase
[~ T D 454

g45 g45

= 404 = 40- —

=35 £ 38

= 30 = 304

5 254 5 25

g 207 820

] 15 S 15

? 10+ g 10+

£ 5 £ %

@ n @ n

g o T g o T T T T

S ° % b A 3 ° 2 «: A

Dias Dias

Figura 1.6- Experimento de remogdo de Mn (Il) utilizando filtrados livres de células
dos isolados LG1 e CL11 em meio NB e K. A: LG1 em meio NB; B: LG1 em meio K;
C: CL11 em meio NB; D: CL11 em meio K.

1.3.4 Microscopia eletrdnica: analises de EDX e EELS

As imagens do MEV e MET revelaram que os isolados de LG1 (figura 1.7) e
CL11 (figura 1.8) ndo continham agregados nem na membrana celular e nem no interior
da célula apds serem cultivados no meio K e NB na auséncia de Mn (11). Quando os
isolados foram cultivados na presenca de Mn (1), embora o0 Mn ndo tenha sido
detectado dentro ou fora das células LG1 crescidas em meio NB e K por analise de
EDX, foi encontrado dentro das células cultivadas em meio NB pela anélise de EELS
(figura 1.9A). O espectro de EELS apresentou um pico em uma regido entre os valores
de energia de oxigénio (532 eV) e Mn (651 eV), que pode ser atribuido a uma espécie
de Mn oxidada (figura 1.9B). Um precipitado extracelular contendo uma fase mineral de
Mn foi observado apenas no isolado CL11 crescido em meio K, como investigado pelo
espectro MET/ EDX (figura 1.10).
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_LG1 + Mn(1l)
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Figura 1.7- Microscopia eletrénica do isolado LG1 cultivado em meio NB (A) e K (B)
na presenca ou auséncia de 40 mg L™ Mn (11) por oito dias. N&o foram encontradas
diferencas estruturais nas células LG1 atraves da analise de MEV e MET e a anélise de
EDX néo detectou Mn dentro ou fora das células LG1 crescidas em meio NB e K.

A MEV meio NB MET

CL11 + Mn(ll)

c
S
+
-l
i
-
(S

Figura 1.8- Microscopia eletronica do isolado CL11 cultivado em meio NB (A) e K (B)
na presenca ou auséncia de 40 mg L™ Mn (I1) por oito dias. N&o foram encontradas
diferencas estruturais nas células CL11 através da analise MEV e MET, mas a analise
MET / EDX encontrou uma precipitagdo extracelular de uma fase mineral contendo Mn
no isolado CL11 cultivado em meio K.
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Figura 1.9- Espectro de EELS (A) e mapa de Mn (B) revelado das células LG1
cultivadas em meio NB. O espectro de EELS mostrou um pico em uma regido entre 0s
valores de energia de oxigénio (532 eV) e Mn (651 eV), que pode ser atribuida a uma
espécie de Mn oxidada representada pelo mapa de Mn. A cor branca representa
manganés e a cor preta representa o oxigénio.
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Figura 1.10- Resultado da espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX) dos
isolados de CL11 cultivados em meio K com 40 mg L™ de Mn (II).
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1.4 Discussao

As cepas de S. marcescens usadas em estudos de remocdo de metais pesados
foram isoladas de ambientes aquaticos e terrestres sob vérias condi¢Ges. A ocorréncia
generalizada desta espécie indica um forte potencial adaptativo e de sobrevivéncia, e
capacidade de utilizar uma ampla gama de nutrientes (Szewzyk et al., 1993). A
tolerancia a altas concentrac6es de Mn (1) exibidas pelas cepas LG1 e CL11, bem como
sua capacidade de crescer em varias concentracdes de Mn (11) sob dois diferentes tipos
de condicBes nutricionais, demonstra claramente a adequagdo desta espécie a diferentes
situacdes. A alta resisténcia a Mn (1) pode ser atribuida a menor toxicidade deste
elemento em comparacdo a outros metais pesados (Nies, 1999). Barboza et al. (2017)
relataram que cepas de S. marcescens isoladas da drenagem de minas foram capazes de
crescer e tolerar as mesmas concentracdes de Mn (I1) usadas neste trabalho. Jafarzade et
al. (2012) também demonstraram a toleréncia e crescimento de cepas de S. marcescens
isoladas de ambientes marinhos, mas usaram concentracfes mais baixas de Mn (1)
variando de 50 a 800 pug mL~ ' O crescimento de enterobacterias em baixas e altas
concentracdes de Mn é possivel pelo sistema de transporte presente na membrana
interna, que controla a absorcdo e exportacdo deste metal e garante que sua
disponibilidade seja adequada as necessidades bioldgicas, opondo a sua toxicidade
(Kehres e Maguire, 2003; Porcheron et al., 2013). Na presenca de altas concentracdes
de Mn, sua absorcdo é suprimida e seu efluxo € ativado, permitindo que a célula

sobreviva em ambientes com altas concentragdes de Mn.

A biossorcdo e a biomineralizacdo sdo os processos bioldgicos mais comuns
utilizados na biorremediacao de metais pesados (Gadd, 2004, 2010) e estudos anteriores
demonstraram o potencial de varias bactérias em promover a remocdo eficiente do Mn
(1) (Francis et al., 2001; Wang et al., 2011; Tang et al., 2014; McKee et al., 2016; Tang
et al., 2016; Zhou et al., 2016). A maioria desses estudos envolveu culturas bacterianas
puras e consorcios que foram capazes de remover o Mn (II) por mecanismos de
oxidagdo e/ou adsorcdo, e as concentracbes de Mn (Il) investigadas foram muito
menores do que as utilizadas neste trabalho. Uma cepa de Bacillus sp. isolada de
esponjas (Wang et al., 2011), uma cepa de Lysinibacillus sp. isolada de minas de Mn
(Tang et al., 2016) e um consorcio bacteriano isolado de sedimentos marinhos (Zhou et

37



903
904
905

906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922

923
924
925
926
927
928
929
930
931
932

al., 2016) foram usadas em experimentos de remocao de Mn com concentracfes de Mn
(II) de 50 uM — 200 uM, 1 mM e 0,1-5 mM, respectivamente, ao longo de periodos de
até 16 dias.

Para realizar a remocéo de Mn (Il), as cepas LG1 e CL11 utilizam mecanismos
que envolvem a oxidagdo desse ion para suas formas oxidadas Mn (I1I) e Mn (IV). O
pH, tipo de meio de cultura e aumento no crescimento celular influenciaram na
diminuicao da concentracdo de Mn (I1), o que contribuiu para as altas taxas de remocéo
obtidas apds oito dias (56-64,25%) e na formacdo de Oxidos de Mn. Sabe-se que o
tempo de inoculacdo, fatores ambientais, concentragdo celular final e estado de
enriquecimento da cultura influenciam a oxidacdo de Mn (1), e valores de pH entre 6,0
e 8,5 tém sido relatados para favorecer a formacédo de 6xidos de Mn em vias bioldgicas
(Tebo et al., 2005; McKee et al., 2016). Embora a eficiéncia de remoc¢édo de Mn tenha
sido alta para ambos os isolados nos dois meios de cultura testados, uma maior
quantidade de 6xidos de Mn foi produzida no meio NB. Os 6xidos de Mn tém valor
econémico, pois podem ser usados para a oxidacdo de varios compostos organicos e
inorgénicos, como substancias humicas, Cr (111) e Fe (I1), e para a remoc¢do de varios
metais pesados, como Cu, Cd , Zn, Ni, Pb e cobalto (Co) do ambiente (Francis et al.,
2001; Tebo et al., 2004). Assim, a remoc¢do de Mn (Il) no meio NB introduziria valor
econémico adicional devido a maior taxa de producdo de 6xidos de Mn, especialmente

no caso do isolado LG1.

Esta € a primeira vez que o potencial e a eficiéncia do meio NB para a remocao
de Mn (11) foram demonstrados. Além de influenciar a producéo de 6xido de Mn, esse
meio promoveu maior crescimento bacteriano dos isolados LG1 e CL11 em relagéo ao
meio K, que é frequentemente utilizado em experimentos envolvendo Mn. Embora
ambos 0s meios tenham uma composicdo semelhante, o meio NB possui uma
concentragdo muito maior de nutrientes, o que seria esperado influenciar o metabolismo
bacteriano e a oxidacdo de Mn (II). Francis et al. (2001) observaram que as
concentragdes relativas de aminodcidos especificos ou outros componentes tragos
presentes nas varias peptonas do meio de cultura influenciaram a oxidacdo de Mn

(expressd@o de Mn (11) oxidase) pela cepa Erythrobacter sp. SD-21.
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Ensaios de oxidacdo de Mn (1l) utilizando células mortas e filtrados livres de
células na presenca e auséncia de proteinase K foram realizados para investigar os
possiveis mecanismos envolvidos na remocao de Mn (Il). As células podem adsorver
metais pesados do meio e a secrecdo de proteinas pelas células pode alterar as condi¢des
ambientais por favorecer a oxidacao de Mn (I1) para Mn (111) ou Mn (IV) (Learman et
al., 2011; Sujitha e Jayanthi, 2014). Entretanto, nenhuma remocdo de Mn (Il) foi
observada nesses dois ensaios, indicando que a remogdo de Mn (Il) ndo ocorre por
nenhum desses mecanismos. A esse respeito, parece que as cepas LGl e CL11
promovem a oxidacdo de Mn (II) por mecanismos distintos que ndo envolvem

biossor¢édo ou oxidacao de Mn (I1) por enzimas secretadas extracelularmente.

A analise MET/ELLS revelou a presenca de Mn apenas dentro das células LG1
crescidas no meio NB e a analise MET/EDX revelou o Mn na forma de precipitados
extracelulares no caso de células CL11 cultivadas no meio K. Durante a oxidacéo de
Mn (II), a cepa LG1 ndo alterou o pH em nenhum dos meios, mas esse fator foi
aumentado em ambos 0s meios contendo a cepa CL11. O processo de biomineralizacdo
do Mn pode ocorrer por vias diretas ou indiretas, sendo este considerado o mecanismo
utilizado por essas cepas na remocdo do Mn (Il). A cepa LG1 pigmentada pode ter
promovido por mecanismos diretos a bioxidacdo de Mn, mediada por componentes
celulares como proteinas que ndo sdo secretadas no meio extracelular, enquanto que a
cepa CL11 ndo pigmentada pode ter utilizado mecanismos indiretos na bioxidacdo de
Mn através da producdo de um determinado produto microbiano e / ou crescimento
bacteriano que alterou o pH do meio. Também pode ter acontecido que parte da
remocdo de Mn (Il) por CL11 ser devido a precipitacdo de Mn (1I) como MnCQOj3, pois
esta conversdo é favorecida em valores de pH acima de 8,0 e sob condi¢bes de alto
potencial redox (Eh = 418 mV) (Zhou et al., 2010).

Os resultados deste estudo demonstram que os isolados LG1 e CL11 exibem alta
tolerancia e remocdo eficiente de altas concentracbes de Mn, e poderiam ser
potencialmente aplicadas no tratamento de efluentes contaminados com este metal.
Além de promover altos niveis de remogdo de Mn, tambeém foi observada a formacéo de
Oxidos de Mn que possui valor econémico agregado, principalmente para a cepa LG1
pigmentada. O meio NB desempenhou papéis importantes na formacdo do 6xido Mn e
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na remocdo do Mn (Il), sendo esta a primeira vez que o potencial deste meio foi
demonstrado em experimentos envolvendo o Mn. A producéo de prodigiosina também é
favorecida no meio NB (Grimont e Grimont, 2006) e sugerimos que este pigmento
possa ajudar a promover a formacdo de 6xidos de Mn, uma vez que a cepa LG1 foi
capaz de tamponar o pH do meio para favorecer a oxidacdo biolégica de Mn sob
condicbes de pH neutro. No entanto, experimentos futuros sdo necessarios para

determinar o papel da prodigiosina na remocao e oxidagdo de Mn.

1.5 Concluséao

A alta tolerancia ao Mn () apresentada pelas cepas pigmentadas e nao
pigmentadas de S. marcescens e sua capacidade de crescer em altas concentracOes de
Mn (11) em meio rico em nutrientes (NB) e pobre em nutrientes (K), bem como remover
este ion de qualquer meio de cultura, reforcam ainda mais a aplicabilidade desta espécie
em processos de biorremediacdo de Mn em varios ambientes aquaticos. O alto potencial
do meio NB para a remog¢do de Mn e a producdo de 6xidos de Mn foi demonstrado,
especialmente para a cepa LG1. A esse respeito, sugerimos que esse meio de cultura
também possa ser utilizado em grandes reatores bioldgicos continuos para o tratamento

de efluentes contaminados com Mn.
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6. CAPITULO II: Alteragbes na composi¢io protedmica de Serratia

marcescens em resposta ao manganés (I1)

Pollyana Santos Queiroz, France Anne Dias Ruas, William de Castro Borges e Renata

Guerra-Sa.

Nesse capitulo, utilizamos a abordagem da protebmica, que é uma ferramenta
importante para a investigacdo de respostas fisiologicas dinamicas de micrébios sob
estresse por metais pesados. Para obter informagfes sobre como as bactérias respondem
ao manganés (Il) e identificar as proteinas envolvidas na oxidacdo de Mn (Il), a
abordagem protedmica foi aplicada a um isolado de Serratia marcescens oxidante de
Mn (11) cultivada na auséncia e na presenca de Mn (I). Foi observado que a cepa LG1,
que cresceu igualmente bem nas duas condicGes, expressou um conjunto de proteinas
relacionadas aos processos celulares vitais para a sobrevivéncia, bem como proteinas
envolvidas na adaptacdo e tolerancia ao Mn (Il). A multicobre oxidase CueO foi
identificada, indicando sua provavel participacdo na bioxidacdo de Mn (11); no entanto,
sua expressao ndo foi modulada pela presenca de Mn (Il). Um conjunto de proteinas
relacionadas aos processos celulares e metabdlicos vitais para as células foram down-
reguladas na presenca de Mn (Il), enquanto as proteinas relacionadas a membrana
celular envolvidas na manutencdo da integridade celular e sobrevivéncia sob estresse
foram up-reguladas sob essa condi¢éo. Esses achados indicam que a cepa LG1 pode ser
aplicada com sucesso na biorremediacdo de Mn (I1), e a abordagem shotgun fornece um
meio eficiente para a obtencdo do proteoma total dessa espécie.

Esse capitulo foi publicado como “Alterations in the proteomic composition of Serratia
marcescens in response to manganese (I1)” na revista BMC Biotechnology Volume 18:
83, 2018, doi: 10.1186/s12896-018-0493-3
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11.1 Introducéo

A contaminacdo de manganés (Mn) em aguas industriais, aguas subterraneas e
aguas potaveis tem sido um problema crescente em muitas partes do mundo
(Franciskovic-Bilinski et al., 2007). O excesso de Mn soltvel (Il) pode ser toxico e
causar grandes danos a salde, sendo necessario a sua remoc¢do dos ambientes de
ambientes contaminados (Who, 2011; Barboza et al., 2017b). Bactérias oxidantes de Mn
(I1) conseguem tolerar este metal e oxida-lo em éxidos de Mn (I1)/(IV) insoluveis
promovendo sua precipitacdo. Diferentes mecanismos sdo utilizados na sua remocéo
que variam desde vias indiretas como a biossorcao, a vias diretas que envolvem enzimas
como as multicobre oxidases (MCO), hemeperoxidases e uma proteina reguladora de

dois componentes (Brouwers et al., 2000).

Os mecanismos moleculares envolvidos na remoc¢do do Mn (I1), assim como as
respostas fisioldgicas das bactérias em resposta presenca desse metal, podem ser obtidos
a partir de analises protedmicas. Estudos protedmicos com microrganismos ambientais
tém sido conduzidos devido os importantes atributos apresentados por essas espécies
que os permitem tolerar, degradar ou precipitar compostos toxicos, assim como, sua
versatilidade em usar doadores de elétrons, aceptores de elétrons e fontes de carbono e
energia (Lacerda e Reardon, 2009). A aplicacdo dessa ferramenta molecular permite
responder essas caracteristicas microbianas através da expressdo de proteinas e também
fornece uma visdo global do complemento proteico desses sistemas bioldgicos (Lacerda
e Reardon, 2009; Jehmlich et al., 2010).

Dentre os poucos trabalhos proteémicos envolvendo bactérias oxidantes de Mn,
podemos destacar a analise comparativa do proteoma de duas bactérias marinhas, uma
oxidante de Mn (11), Roseobacter sp. AzwK-3b, com outra ndo oxidante, Ruegeria sp.
TM1040. Ambas apresentaram uma variedade de proteinas expressas em resposta a esse
metal, porém tais proteinas ndo tiveram relacdo com a oxidacdo do Mn (Il). A enzima
hemeperoxidase associada a oxidagdo do Mn (I1) foi identificada no proteoma da cepa
oxidante, mas a sua expressdo nao foi modulada pela presenca desse metal (Learman e
também Hansel, 2014).
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Cepas de Serratia marcescens também conseguem tolerar e remover altas
concentracdes de Mn (11) (Barboza et al., 2017b; Queiroz et al., 2018). No entanto, seu
perfil protebmico em resposta a este metal ainda precisa ser elucidado. Essa espécie é
um patdgeno oportunista pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracterizado por sua
capacidade de produzir importantes pigmentos e secretar enzimas como fosfolipases,
proteases e nucleases (Hines et al., 1988; Grimont e Grimont, 2006). Os poucos estudos
protedmicos envolvendo S. marcescens somente identificaram proteinas em resposta ao
estresse causado pela exposicdo ao excesso de ondas de radio (Zakeri et al., 2012),
toxinas antibacterianas secretadas pelo sistema de secrecdo tipo VI (Fritsch et al., 2013),
proteinas expressas em condi¢des autotroficas e heterotroficas (Bharti et al., 2014),
proteinas moduladas pela microgravidade (Wang et al., 2014) e proteinas da maquinaria
quitinolitica (Tuveng et al., 2017).

A fim de identificar as proteinas envolvidas na resposta de S. marcescens a
presenca de Mn (Il) e envolvidas na oxidacdo, o objetivo principal deste trabalho foi
obter o perfil protedmico da cepa S. marcescens LG1 oxidante de Mn (lIl). Esta cepa foi
cultivada na auséncia e presenca de Mn (l1), e o primeiro proteoma total dessa espécie
foi obtido através da abordagem protedmica shotgun, aplicada pela primeira vez

também no estudo de uma cepa de S. marcescens oxidante de Mn (11).

1.2 Materiais e Métodos
11.2.1 Amostra bacteriana

A cepa S. marcescens LG1 foi isolada de uma &gua coletada em um lago
contaminado em Ouro Preto, Minas Gerais, e foi selecionada por sua resisténcia a Mn
(1. Aliquotas da cultura de LG1 estavam preservadas a -80° C em meio nutriente
liquido (NB) (10 g/L de peptona, 3 g/ L de extrato de levedura, 5 g/L NaCl, pH 7,0)
para experimentos futuros (Queiroz et al., 2018).

43



1071

1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078

1079
1080
1081
1082
1083
1084

1085

1086

1087
1088
1089
1090
1091

1092
1093

1094

1095

1096
1097

11.2.2 Curva de crescimento LG1 e remocao de Mn (11)

Para construir a curva de crescimento, 1 mL de cultura preservada da cepa LG1
foi pré-cultivada overnight em 9 mL de meio NB sob agitacdo constante a 150 rpm a
30° C. Em seguida, essa pré-cultura (em triplicata) foi inoculada em frascos de 250 mL
contendo 90 mL de meio NB puro e suplementado com 40 mg/L de Mn (Il) (MnSO, *
H,0). Os frascos foram incubados por 48 h e aliquotas foram coletadas apos 1, 2, 3, 4,
5,6, 8,10, 12, 24, 36 e 48 h para avaliar o crescimento bacteriano atraves da medida da
densidade optica a 600nm (OD600). (Espectrofotdmetro Hitachi 2800A).

A concentracdo de Mn (1) e a contagem padréo de células foram determinadas
nas amostras coletadas nos tempos de 1, 24 e 48 h. Estas amostras foram centrifugadas a
14.681 x g durante 15 min e os sobrenadantes foram analisados por espectrometria de
emissdo atdbmica por plasma (Varian 725 ICP-OES) para avaliar o decaimento de Mn

(11) no meio. A taxa de remocao de Mn (I1) foi calculada usando a formula:

Removal (%)=(A-B)/A x100%
onde A representa a concentragéo inicial e B a concentragdo final de Mn (11).

A presenca de espécies oxidadas de Mn (Mn 111/IV) nas culturas de 48 h foi
avaliada colorimetricamente usando o corante azul de leucoberbelin (LBB). A cultura
foi centrifugada e 100 pL do sobrenadante foram adicionados a 500 uL de 0,04% de
LBB (Sigma-Aldrich USA). Apo6s a incubacdo, o meio foi examinado quanto a

alteracdes na cor.

Frascos de 250 mL incubados contendo meio NB puro suplementado com

ampicilina (para evitar o crescimento bacteriano) serviram como controles.
11.2.3 Experimentos proteémicos shotgun bottom-up
11.2.3.1 Extracao de proteinas e eletroforese “short run” em gel 1D

Culturas de LG1 (em triplicata biolégica) foram cultivadas na presenca e

auséncia de Mn (I1). Apos 48 h, as culturas foram centrifugadas a 7,168 x g por 10 min.
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Os pellets gerados foram lavados com PBS 1x, ressuspendidos em 1 mL de tampéo de
extracdo (Tris HClI 50 mM pH 7,5, dithiothreitol (DTT) 1 mM, coquetel inibidor de
proteina diluido 1: 100) e sonicados cinco vezes por 30s. As amostras foram incubadas
a 37° C por 1h, centrifugadas a 20.000 x g por 1 h e parte do sobrenadante foi usado
para estimar a quantidade de proteinas a partir do método BCA (acido bicinconinico)
usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (Sigma-Aldrich QuantiPro ™
BCA Assay Kit). O sobrenadante restante foi precipitado com acetona e tricloroacético
(TCA) (1: 8: 1), incubado a -20° C overnight e depois centrifugado a 18.000 x g durante
15 min. O pellet foi lavado com acetona gelada e suspenso com 100 ul do mesmo

tampdo de extracao.

20 pg de proteinas de cada aliquota foi utilizada em uma rapida e curta
eletroforese (short run) em gel 1D (10% SDS PAGE) durante 5 min até as proteinas
entrarem no gel formando uma Unica banda. Este procedimento teve como objetivo
concentrar as proteinas e eliminar possiveis interferéncias de metabolitos secundarios e
pigmentos nas amostras de proteinas. Como a cepa S. marcescens LG1 é pigmentada,
seu pigmento pode atrapalhar a leitura do aparelho de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS).

11.2.3.2 Digest&o das proteinas e analise no LC-MS /MS

As bandas Unicas do gel 1D foram cortadas e descoradas em solucdo de metanol
a 40% e acido acético a 7% a 37° C. Apos a lavagem, os géis foram incubados com
DTT 50 mM a 65° C durante 30 min e depois com iodoacetamida 100 mM no escuro a
25 °C durante 1 h, para reducdo e alquilacdo de residuos de cisteina, respectivamente.
As bandas de gel foram lavadas com NH4sHCO3; 20 mM durante 20 min, trés vezes e
secadas. Em seguida, foram incubadas em uma solucéo de tripsina modificada propria
para sequenciamento (Promega, Madison, EUA) com NH4;HCO3 40 mM durante 20 min
a 25° C e depois com NH4HCO3; 20 mM durante 12 h a 37° C. O sobrenadante foi
preservado a frio e os peptideos foram extraidos do gel utilizando uma solugéo de acido
trifluoroacético a 0,1 % e acetonitrila (ACN) a 50% durante 20 min. O sobrenadante
gerado foi adicionado ao primeiro sobrenadante, seco a vacuo e suspenso em acido

férmico a 0,1%.
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Um sistema Dionex UltiMate® 3000 UHPLC (Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha) foi utilizado para separar 0s peptideos tripticos previamente digeridos. 500
ng de peptideos obtidos da digestdo enzimética das trés repeticdes bioldgicas foram
separados sob gradiente de eluicdo, usando uma coluna Nano-Trap Acclaim
PepMap100 C18 (75 um id x 2 cm, 3 pm, 100 A, Thermo Scientific) on-line com uma
coluna capilar Acclaim PepMap100 C18 (75 um id x 15 cm, 2 um, 100 A, Thermo
Scientific). A preparacdo peptidica foi previamente lavada com solucgdo de acetonitrila a
2% e &cido trifluoroacético a 0,1% durante 3 min. Os peptideos foram separados com
um gradiente de multiplos passos utilizando uma combinacdo de solventes A (0,1% de
acido formico) e solvente B (80% de ACN/0,1% de acido formico) a 40° C. O gradiente
variou de 4 a 50% de solvente B ao longo de 120 min. Os espectros foram adquiridos
usando um espectrometro de massa Q-Exactive ™ (Thermo Scientific), acoplado ao
sistema UHPLC através de uma fonte de ions Nanospray. Os espectros MS/MS foram
obtidos com uma resolu¢do de 17.500, um tempo maximo de injecdo de 60 ms e um
valor alvo de AGC de 5e° fons. Apés cada dado MS/MS obtido, um tempo de exclusdo
dindmica de 30 s foi aplicado.

O instrumento operou a 1,9 kV, no modo positivo, com uma resolugéo de 70.000
na faixa de 300-1750 m/z, um tempo maximo de injecdo de 120 ms e um valor alvo de
controle automatico de ganho (AGC) de 1e° fons. Até 12 fons precursores mais intensos
com carga entre 2-5 (excluindo is6topos) foram isolados com uma janela de 2 m/z e
fragmentados por dissociagéo colisional de alta energia (HCD) com energia de colisdo
normalizada de 28-30 V. Os espectros MS/MS obtidos exibiram uma resolucdo de
17.500 com um tempo maximo de injecdo de 60 ms e um valor de contagem de ions
alvo de AGC de 5e” fons.

11.2.4 Processamento de dados e andlise bioinformatica

Os dados brutos do MS foram submetidos a uma pesquisa no banco de dados do
software PEAKS, versdo 8.5. As proteinas foram identificadas atraveés da comparacao
de dados MS/MS? contra uma base de dados compilados da UniProt contendo 5.075
sequéncias de Serratia (download em 6 de dezembro de 2017) e contra um banco de

dados personalizado do proteoma previsto de S. marcescens. Os seguintes parametros
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foram utilizados: enzima tripsina, permitindo no maximo duas clivagens perdidas, e
carbamidometilacdo e oxidacdo da metionina como modificacdes varidveis. Outros
parametros tais como estado de carga maxima (+7), tolerancia isotopica ao fosforo (2
ppm) e comprimento minimo do pico (2) foram também incluidos e a toleréncia ao

precursor foi estabelecida em 4,5 ppm.

O metodo LFQ (Label-Free Quantification) usando os dados de intensidade
maxLFQ sob o modo padrdo foi aplicado para determinar a abundancia relativa de
proteinas (Cox et al., 2014). Os parametros globais foram selecionados para realizar
quantificacOes repetidas e obter correspondéncia entre as execugdes. As sequéncias
invertidas de todas as entradas de proteina foram concatenadas para estimar o FDR. O
FDR e o Matching Sequence Peptide (PSM) foram ajustados para 0,01, o comprimento
minimo do peptideo era 7 e um Unico peptideo era necessario. A op¢do de um segundo
peptideo foi usada para reduzir a perda de peptideos co-eluentes. O conjunto de
proteinas diferencialmente expressas identificadas na auséncia e presenca de Mn (I1) nas

triplicatas bioldgicas foi validado através do software PEAKS.

A anotacdo das proteinas foi obtida a partir do UniProtKB e categorizadas
usando o GO e o Blast2GO, que se baseiam na funcdo molecular, processo bioldgico e
componente celular para classificar as proteinas. O alinhamento das sequéncias
proteicas também foi realizado utilizando o Blastp atraveés da comparagdo com as

sequéncias presentes nos bancos de dados do NCBI.
11.2.5 Andlise estatistica

A reprodutibilidade alcancada entre as varias separacdes cromatogréficas foi
avaliada por um teste estatistico de correlacdo (Spearman) realizado para cada uma das
trés réplicas biologicas das amostras de controle e Mn (Il). As proteinas que exibiram
pelo menos dois dados maxLFQ entre os triplicatas foram consideradas para analise
estatistica. A razdo maxLFQ (Mn (I1)/controle) contra todos os valores de p obtidos para
as proteinas identificadas foi utilizada para produzir o grafico vulcano para avaliar o seu
padrdo de regulacdo positiva ou negativa. Entre estes, apenas 0s que exibiram
significancia (p < 0,05) foram considerados estatisticamente diferentes comparando as

amostras controle e Mn (I1).
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1188  11.3 Resultados
1189  11.3.1 Bio-oxidacdo de Mn (I1) pela cepa LG1

1190 A cepa LG1 apresentou alto crescimento, tanto na presenca quanto na auséncia
1191  de 40 mg/L de Mn (II) e ndo foi encontrada diferenca significativa entre as curvas de
1192  crescimento em ambas as condic¢des (p> 0,05) (Figura I1.1). Foi observada, uma curva
1193 tipica de crescimento bacteriano. A fase lag foi observada até 2 horas, em seguida uma
1194  fase exponencial de crescimento até 8 horas, e ap0s esse tempo a fase estacionéria. A
1195 taxa de remocdo de Mn (Il) aumentou com o crescimento bacteriano (p <0,05) (Figura
1196  11.2) e a cepa LG1 removeu 39,5% do Mn (Il) presente no meio com 48 h de cultivo.

1197  Além disso, o LBB indicou a presenca de espécies oxidadas de Mn.
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1199  Figura I1.1- Crescimento de S. marcescens LGl na auséncia e presenca de alta
1200  concentracdo de Mn (I1) (40 mg/L) por 48 h. A cepa LG1 cresceu igualmente bem sob
1201 ambas as condic¢des, demonstrando tolerancia ao Mn (11).

48



1202

1203
1204

1205
1206

1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221

Remocgao de 40mg/L de Mn(ll) por LG1

100- p<0,05
90
80-
70-
60-
50-
40
30-
20
10-

0-

Remogéao de Mn (ll) (%)

<
W

Crescimento bacteriano em 48h

Figura 11.2- Remocéo de Mn (I1) pela S. marcescens LG1 durante 48 h. A medida que
0 numero de células aumentou, a taxa de remoc¢édo de Mn (I1) também aumentou.

11.3.2 Proteinas identificadas no proteoma total obtido na auséncia e presenca de
Mn (I1): enzima MCO identificada

Um total de 1.577 proteinas foi identificado nas triplicatas bioldgicas da cepa
LG1 em um U(nico experimento. Entre estes, 787 proteinas foram identificadas na
auséncia de Mn (II), 52 na presenca de Mn (Il) e 738 em ambas as amostras. A
classificacdo de todas as proteinas pelo UniProtKB e Blast2GO indicou que a maioria
estava presente no citosol (41%), na forma de complexos protéicos (20%) e na
membrana plasmatica (12%) de acordo com os componentes celulares (Figura 11.3A).
As principais funcbes moleculares destas proteinas foram as seguintes: atividade de
hidrolase (18%), atividade de transferase (17%) e ligacdo de &cido nucléico (17%)
(Figura 11.3B). Em relacdo aos processos bioldgicos, a maioria das proteinas estava
envolvida em processos celulares (33%), processos metabdlicos (32%) e resposta a
estimulos (12%) (Figura 11.3C). Mais especificamente, descobriu-se que as proteinas
desempenham papéis na biossintese de carboidratos; metabolismo de carbono,
aminoacidos, acidos graxos e proteinas ribossomais; biossintese de nucleotideos;
transcricdo; tradugéo; divisdo celular; replicacdo de DNA; sintese de vitaminas; fatores

de viruléncia e atividade oxidorredutase.
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Para ambas as condicGes analisadas, auséncia e presenca de Mn (Il), foram
identificadas proteinas de componentes celulares relacionadas a tolerancia bacteriana a
metais pesados, como lipoproteinas do lipopolissacarideo (LPS) e peptidoglicanos,
glicoproteinas que fazem parte de substancias poliméricas extracelulares (EPS), e outras
proteinas que possuem essa funcdo e atividade antioxidante, como citocromos,
glutationa, glutaredoxina, tioredoxina, catalase, peroxidase e superdxido dismutase.
Além disso, a MCO também foi identificada. Essa enzima que participa dos processos
de oxidorredugdo foi encontrada tanto no envelope celular quanto no espaco
periplasmatico. De acordo com os dados do Blastp, a MCO foi confirmada com 100%
de identidade com a MCO CueO, cujo papel em processos de remoc¢do de Mn (I1) foi

previamente relatado (Su et al., 2014).
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Figura 11.3- Categorizagdo das proteinas totais de S. marcescens LG1 pelo Blast2GO
em componente celular (A), funcdo molecular (B) e processo bioldgico (C).

11.3.3 Proteinas diferencialmente expressas em ambos 0s grupos

Os resultados mostraram que 182 proteinas foram diferencialmente expressas,
sendo 176 mais abundantes na auséncia de Mn (1) e seis proteinas mais abundantes na
presenca de Mn (I1) (Figura 11.4). Na auséncia de Mn (Il), proteinas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos (malato desidrogenase), carbono (transcetolase),
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aminoacidos e nucleotideos (serina-RNAt ligase), acidos graxos (3-oxoacil- [proteina
transportadora-acil] sintase I11), sintese de vitaminas (biossintese de riboflavina) foram
identificadas; além disso, proteinas envolvidas na transcricdo (RNA polimerase dirigida
por DNA), traducdo (fator de alongamento), motilidade celular (flagelina), adesdo
(montagem de pili), divisdo celular (fator de especificidade topoldgica da divisdo

celular) e proteinas ribossomais (proteina ribossdémica 30/50S) foram identificadas.

Em geral, as proteinas identificadas na presenca de Mn (I1) foram relacionadas a
processos envolvendo a membrana plasmatica. A proteina de membrana externa BamB,
a FtsH zinco metaloprotease dependente de ATP, D-aminoacido desidrogenase,
ubiquinol oxidase subunidade Il, di-hidroxiacetona quinase e proteina bifuncional PutA

foram mais expressas sob essa condicdo (Tabela 11.1).

Tabela I11.1 - Proteinas identificadas como upreguladas na presenca de Mn (Il) e
informacdes sobre acesso do Uniprot, nome da proteina, gene, funcdo, localizacao

subcelular e massa (Da).

Acesso Nome da proteina Gene Funcéao Localizacdo Massa
UniProt subcelular (Da)
AB8GHW2_  BamB -Fator de bamB Parte do complexo de Membrana 42113

SERP5 m montagem de proteina montagem de proteina da cellular
de membrana externa membrana externa externa
A8G901_ FtsH- zinco ftsH Desempenha um papel Membrana 70508
SERP5 metalloprotease no controle de qualidade  cellular
dependente de ATP de proteinas integraisde  interna
membrana
DADA_ D-aminoacido dadA Desaminacdo oxidativa - 47212
SERP5 desidrogenase de D-aminoacidos.
AB8GAQ4_  Ubiquinol oxidase, Spro_ Ligacdo de ion de cobre  Membrana 34933
SERP5 m subunidade 2 1090 Atividade citocromo-c celular
oxidase
A8GJS5_ Di-hidroxiacetona- Spro_ Atividade de glicerona - 22825
SERP5 quinase, subunidade L 1271 quinase
ABGFZ2_ Proteina bifunctional Spro_ Oxida prolina a - 144402
SERPS PutA 2931 glutamato para uso como
fonte de carbono e
nitrogénio
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1256
1257 Figura 11.4- Heat map das proteinas de S. marcescens LG1 upreguladas e

1258  downreguladas na auséncia (controle) e presenca de Mn (Il). Vermelho indica maior
1259  expressao e verde menor expressao das proteinas.
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I1.4. Discussao

Neste estudo, mostramos pela primeira vez o proteoma total de uma cepa de S.
marcescens oxidante de Mn (1), a cepa LG1, em duas condicGes diferentes: a auséncia
e a presenca de ions Mn (Il). A sua andlise permitiu uma melhor compreensao
fisiologica da tolerdncia e oxidacdo do Mn pela cepa LG1 dessa espécie. Espécies de
Serratia isoladas de diferentes ambientes apresentam a capacidade de remover metais
pesados e elementos radioativos, tanto por vias enzimaticas quanto por mecanismos
indiretos, como a biossor¢do (Kannan e Ramteke, 2002; Cruz-Veja et al., 2008; Zhang e
Li, 2011; Andreazza et al., 2012; Cristani et al., 2012; Zakeri et al., 2012; Barboza et al.,
2017b, Queiroz et al., 2018). Como esperado, a cepa LG1 resistente a Mn (lI)
apresentou uma boa taxa de remocdo de Mn (Il), mesmo durante o curto periodo de
crescimento observado, e foi capaz de produzir espécies oxidadas de Mn, confirmando
seu potencial de bio-oxidacdo desse metal. Poucos estudos realizaram analises dos
proteomas dessas espécies para elucidar os mecanismos moleculares relacionados a
resisténcia e remocao de contaminantes toxicos. Apenas Zakeri et al. (2012) fizeram
uma andlise comparativa do proteoma de uma cepa de S. marcescens biossorvente de
radio em resposta ao estresse radioativo. Os autores usaram eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida e espectrometria de massa para identificar as proteinas

envolvidas.

Em geral, as proteinas identificadas na auséncia e presenca de Mn (1) foram
proteinas estruturais e enzimas relacionadas aos principais processos celulares e
metabolicos necessarios para o crescimento e sobrevivéncia de bactérias gram-
negativas. A maioria dessas proteinas foi identificada principalmente na auséncia de Mn
(I1) e entre ambas as condicBes analisadas; isto mostra que a presenca de altas
concentracdes de Mn (11) causou pouca interferéncia no conjunto de proteinas expressas
e demonstra a adaptabilidade intrinseca da cepa LG1 ao Mn, uma vez que cresceu
igualmente bem na auséncia e presenca de Mn (11). Proteinas de estruturas bacterianas
relacionadas a tolerancia a metais pesados tais como EPS, LPS e peptidoglicanos
(Beveridge e Murray, 1976; Macaskie et al., 2000; Teitzel e Parsek, 2003; Pereira et al.,
2011)., foram identificadas nesse estudo e podem ter contribuido para a sua boa
adaptabilidade. S. marcescens produz EPS que, além de conter carboidratos,
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compreende grandes quantidades de enzimas e proteinas estruturais, como as
glicoproteinas (Sheng et al., 2008; More et al., 2014). Estas enzimas e proteinas mantém
a integridade estrutural e estabilidade da célula para sinalizacdo e comunicacao
intercelular (Hug e Feldman, 2011). O LPS, que é composto de lipidios e
polissacarideos, e que pode conter lipoproteinas associadas, permite que bactérias gram-
negativas resistam a altos niveis de metais em seu ambiente (Macaskie et al., 2000).
Também foram identificadas proteinas, como citocromos soluveis, glutationa,
glutaredoxina e sistemas de tiorredoxina envolvidas no combate ao estresse oxidativo
que pode ser promovido pela presenca de metais. Essas proteinas sdo importantes
antioxidantes e determinantes na tolerancia a alguns metais pesados para algumas
bactérias (Lovley e Widman, 1993; Helbig et al., 2008; Harrison et al., 2009; Liu et al.,
2014). Learman e Hansel (2014), ao analisarem o proteoma de bactérias do clado
Roseobacter na auséncia e presenca de Mn (Il), também encontraram essas proteinas
com atividade antioxidante e outras, como a superoxido dismutase, redutases, catalases
e peroxidases também identificadas no presente estudo, e que ndo foram upreguladas na
presenca de Mn (I1). Esses dados indicam que independente da presenca desse metal, as

proteinas antioxidantes tem um papel importante para a sobrevivéncia dessas espécies.

A identificacdo da enzima MCO CueO em ambas condicdes analisadas pode ser
relacionada ao potencial oxidativo apresentado pela cepa LG1 na remocdo do Mn (I1). A
principal via para a oxidacdo bacteriana de Mn (Il) é enzimatica e geralmente, uma
enzima do tipo MCO é necessaria para oxidar o Mn (1) (Brouwers et al., 2000). CueO é
um MCO periplasmatico que esté associado ao sistema de efluxo de cobre (Grass et al.,
2001). Sua capacidade de oxidar o Mn (11) e produzir éxidos de Mn foi demonstrada por
Su et al. (2014), que clonaram o gene dessa enzima a partir de Escherichia coli e
examinaram a atividade oxidativa de Mn (I1) com CueO purificado (in vitro) e uma cepa
recombinante (in vivo). Virtualmente toda MCO consiste em trés dominios de
cupredoxina (Brouwers et al., 2000), e baseado na sequéncia similar da MCO CueO
disponivel no NCBI, esta enzima também possui estes dominios. A presenca de uma
MCO corroborou com nosso estudo anterior, que mostrou a producao de 6xido de Mn
por cepas de LG1 e espécies oxidadas de Mn dentro de células LG1 por analise de

espectroscopia de perda de energia eletronica (EELS) (Queiroz et al., 2018). Além
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disso, também provamos a producdo de 6xido de Mn pela cepa LG1, pois observamos
uma reacdo redox entre os o0xidos de Mn e o reagente de LBB, evidenciada pelo
desenvolvimento da cor azul no meio de reacdo. Os éxidos de Mn estdo entre os
absorventes mais fortes e possuem alto poder oxidativo em sistemas ambientais
(Geszvain et al., 2012).

As proteinas upreguladas na auséncia de Mn (I) incluiram proteinas estruturais
e enzimas importantes para o crescimento e sobrevivéncia das bactérias. Somente seis
proteinas foram mais expressas na presenca do Mn (Il), a maioria relacionada com a
membrana celular. O pequeno numero de proteinas diferencialmente expressas nessa
condicdo pode ser atribuido a boa tolerancia a altos niveis de Mn (1) apresentadas por
LG1 (Queiroz et al., 2018). A alta concentracdo de Mn (Il) pode ter resultado na
reducdo de algumas atividades celulares e induziu a expressdo de proteinas
essencialmente envolvidas na sobrevivéncia celular sob condi¢fes de estresse e
relacionadas a maior barreira celular, a membrana. Segundo Bruins et al. (2000), as
bactérias resistem a altos niveis de metais, modificando suas propriedades de superficie
celular. Devido a sua capacidade de se associar com metais, assumiu-se que a
membrana é o local mais afetado pela toxicidade do metal (Lemire et al., 2013). Nossas
analises identificaram algumas proteinas relacionadas a membrana que podem ter tido
importantes papéis na tolerancia ao metal, como as proteinas BamB da membrana
externa, FtsH zinco metaloprotease e a D-aminoacido desidrogenase (DAD). A proteina
BamB é uma importante lipoproteina do mecanismo de montagem da membrana
externa B-barrel (OMPSs) envolvida na manutencdo da membrana (Misra et al., 2015;
Namdari et al., 2012). Varios estudos demonstraram a inducéo da proteina de membrana
externa em Pseudomonas aeruginosa sob diferentes condicdes de estresse (Said et al.,
1987). A proteina de membrana FtsH é necesséaria para a degradacdo de subunidades de
complexos proteicos que ndo estdo adequadamente associados, assim contribui para o
controle de qualidade das proteinas de membrana e para o crescimento celular (Herman
et al., 1993; Akiyama et al., 1996). A enzima DAD também identificada catalisa reacdes
de desidrogenacdo que produzem protons e elétrons que sdo transferidos para os
citocromos da cadeia respiratoria (Franklin et al., 1976; Tanigawa et al., 2010). As

enzimas na cadeia de transporte de elétrons podem oxidar ou reduzir metais, um
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processo que pode levar a formacdo de minerais no periplasma ou no citoplasma
(Taylor et al., 1988). Desde que foi encontrado que essas proteinas mais expressas na
presenca de Mn (I1) ttm um papel na manutencédo da integridade da membrana celular,
sugerimos que a alta tolerancia ao Mn (I1) da cepa LG1 é devida a regulacdo positiva

dessas proteinas.

Neste estudo, a abordagem shotgun permitir elucidar o primeiro proteoma total
da cepa S. marcescens LG1 oxidante de Mn (I1), tanto na auséncia quanto na presenca
de Mn (I1). A identificagdo das proteinas envolvidas forneceu novos insights sobre os
provaveis mecanismos moleculares relacionados a tolerancia, remocéo e protecdo contra
os efeitos tdxicos do excesso de Mn (Il) na cepa LG1. Os achados reiteram o grande

potencial dessa cepa na biorremediacdo de ambientes contaminados com Mn (11).

1.5 Concluséo

A identificacdo das proteinas encontradas no presente trabalho fornece uma
melhor compreensdo fisiologica das inter-relacBes entre as bactérias e o Mn (Il) e
confirma a presenca da enzima multicobre oxidase associada a remocdo de Mn (I1) na
cepa S. marcescens LG1. Os presentes achados destacam o valor biotecnoldgico desta
espécie; além disso, a lista de proteinas expressas identificadas pela analise protedmica
pode ser usada como uma ferramenta em experimentos futuros para validar esses

achados.
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CAPITULO III: Caracterizagdo da prodigiosina produzida pela cepa

LG1 e o impacto da concentracdo do Mn (I1) na sua producéo

Neste capitulo, o pigmento prodigiosina produzido pela cepa Serratia marcescens LG1
oxidante de Mn (Il) foi analisado. A prodigiosina € um pigmento vermelho produzido
por pouquissimas espécies bacterianas, como alguns grupos de S. marcescens, e que
apresenta importancia médico e industrial. Ele é considerado um mecanismo protetor
em condicOes desfavoraveis e pode ser influenciado por diversos fatores ambientais e
condicdes de estresse. Para analisar como a presenca de altas concentragdes de Mn (11)
pode atuar na biossintese desse sensivel pigmento, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar a prodigiosina produzida pela cepa S. marcescens LGL1 tolerante e oxidante
de Mn e analisar a influéncia de concentracOes elevadas desse metal [0, 50, 100 mg/L
de Mn (1] na producdo do pigmento. Foi possivel observar a influéncia de altas
concentragdes de Mn (I1) na producéo da prodigiosina que apresentou um maior volume
na concentracdo de 50 mg/L de Mn (11) e ndo deixou de ser produzido em concentracdes
maiores. Esse resultado demonstra o efeito protetor da prodigiosina para a célula e
também ressalta a aplicabilidade da S. marcescens LG1 que consegue crescer e tolerar
altas concentrac6es de Mn (II). Os resultados encontrados servirdo para contribuir com
0 estudo desse promissor pigmento, entretanto sdo necessarios mais experimentos para
observar a relagéo direta da prodigiosina com a remoc¢do de Mn (1), uma vez que foi
relacionada com a absorgéo desse metal.
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111.1 Introducéo

A prodigiosina é um pigmento vermelho também conhecido como 2-metil-3-
pentil-6-metoxiprodiginina que pertence a uma classe de pigmentos naturais que
apresentam em comum uma estrutura quimica unica de tripirrole (Aradjo et al.,2010). A
sua estrutura tripirrole linear foi elucidada pela primeira vez na década de 1960
(Wasserman e McKeon, 1960) e foi considerado um metabolito secundario classico
devido a sua cor visivel e a natureza geneticamente sensivel de algumas cepas

produtoras das espécies Serratia e Streptomyces (Williamson et al. 2006).

Esse pigmento foi primeiramente descoberto na Serratia marcescens, uma
bactéria facultativa, gram negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae (Grimont e
Grimont, 2006). Posteriormente foi caracterizado em outras espécies e subgrupos de
Serratia e em algumas espécies bacterianas do genéro Pseudomonas e Streptomyces. A
funcéo fisioldgica da prodigiosina nos organismos produtores ainda é pouco discutida,
mas é sabido que a sua presenca pode conferir uma vantagem ecoldgica (Williamson et
al. 2006; Haddix e Shanks, 2018). Haddix e Shanks, (2018) verificaram que as células
pigmentadas de S. marcescens acumulam ATP mais rapidamente e crescem duas vezes
mais que as células ndo pigmentadas. A maioria dos estudos realizados tem focado no
potencial antibacteriano, antifungico, antiprotozoario e nas importantes atividades
imunossupressoras e anticancerigenas da prodigiosina (Li et al., 2015). A sua possivel
participacdo na absorcdo de metais pesados e elementos radioativos também foi
sugerida em alguns trabalhos de biorremediacdo (Kannan e Ramteke, 2002; Zakeri et
al., 2010; Cristani et al., 2012; Queiroz et al., 2018).

Fatores ambientais e fatores nutricionais que incluem a temperatura,
concentragdo de oxigénio, pH, luz, variagcbes na fonte de carbono e nitrogénio, a
disponibilidade de fosfato inorgéanico, sal, e varios cations e anions sdo conhecidos por
interferir na producdo de prodigiosina (Williams e Quadri, 1980; Bennett e Bentley,
2000). Segundo Williamson et al. (2006), a sua sintese também é influenciada pela fase
de crescimento, com expressdo maxima ocorrendo sob condi¢des de privacdo de
nutrientes ou estresse. Entretanto, Cristani et al. (2012) ao monitorar a biossintese de

prodigiosina de uma cepa de S. marcescens biosorvente de metais pesados em
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condicdes sub-inibitdrias de chumbo, cadmio e crémio, observou que a sua producéo
era drasticamente reduzida quando as concentracdes desses metais eram elevadas

devido a morte da bactéria que ndo conseguia sobreviver nessas condicoes.

Um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa demonstrou a S. marcescens
LG1 pigmentada, como uma potencial ferramenta na biorremediacdo de &guas
contaminadas com Mn (1) (Queiroz et al, 2018). Eles observaram que essa cepa
apresentou um melhor crescimento e remog¢édo de Mn (Il) quando comparada com uma
cepa ndo pigmentada dessa espécie, e atribuiu essa melhor habilidade a presenca da
prodigiosina. Entretanto ndo se sabe como a presenca de altas concentracbes desse
metal pode atuar na biossintese desse sensivel pigmento. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo caracterizar a prodigiosina produzida pela cepa S.
marcescens LG1 tolerante e oxidante de Mn e analisar a influéncia de concentragoes
elevadas desse metal na produgéo do pigmento.

111.2 Materiais e Métodos

111.2.1 Serratia marcescens LG1 e extracdo da prodigiosina

A cepa pigmentada S. marcescens LG1 foi isolada de uma &gua coletada em um
lago contaminado em Ouro Preto, Minas Gerais, e foi identificada como S. marcescens
(99% de similaridade) por sequenciamento da regido 16S do rDNA em estudo anterior
(Queiroz et al., 2018). Para realizar a extracdo do seu pigmento, 1 mL da cultura
preservada de LG1 foi cultivada em 9 mL de meio NB (10 g/L de peptona, 3 g/ L de
extrato de levedura, 5 g/L NaCl, pH 7,0) sob agitacdo constante a 150 rpm a 30 °C
overnight. Em seguida 25 pL dessa pré-cultura foi inoculada no meio NB solido (10 g/L
de peptona, 3 g/L de extrato de levedura, 5 g/L NaCl, 15g/L de Agar, pH 7,0) e
incubadas durante 72 h a 28 + 2 °C. As colbnias crescidas foram transferidas para tubos
falcons estéreis e seu pigmento foi extraido com etanol acidificado (HCL 4%) como
sugerido por Kimyon et al., (2006). Os restos celulares foram removidos por
centrifugacdo, o sobrenadante foi seco no rotavapor na temperatura de 45-50° C e o

pigmento foi dissolvido em metanol grau HPLC (figura 111.1).
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1458

1459  Figura I11.1- Procedimento de extracdo do pigmento prodigiosina.
1460 111.2.2 Quantificacdo e caracterizacdo do pigmento por LC-MS/MS

1461 Uma parte do pigmento extraido foi quantificada de acordo com Goldschmidt e
1462  Williams (1968) a partir de valores de absorbancia da prodigiosina extraida. O valor da
1463  absorbancia foi determinado em dois comprimentos de onda diferentes, 534 nm (pico de
1464  absorcdo da prodigiosina) e 655 nm (correcdo da interferéncia de outras substancias na

1465  amostra) e depois calculado na seguinte formula:
1466 Mg prodigiosina/mL= (Abssss- Absgss) x 19,3 (fator diferencial)

1467 O outro restante do pigmento foi inserido em vial de vidro novo de 1.5 mL com
1468  septo para ser analisado no LC-MS/MS. As fases moveis utilizadas foram agua milli-Q
1469  grau HPLC acidificada com 0.1% de acido formico (solvente A) e metanol grau HPLC
1470  acidificado com 0.01% de &cido formico (solvente B).

1471 111.2.3 Avaliacdo da influéncia do Mn (11) na producéo de prodigiosina

1472 Para analisar a relacdo prodigiosina com o Mn (IlI) e observar como altas
1473 concentracOes desse metal interferem na producdo desse pigmento, a cultura LG1 foi
1474  crescida em placas de petri contendo o meio NB solido acrescido das concentracdes 0,
1475 50 e 100 mg/L de Mn (ll) e incubadas na mesma condicdo anterior. Um controle
1476  positivo foi feito utilizando o metal pesado chumbo (Pb) nas mesmas concentracfes
1477  anteriores e na concentracdo sub inibitéria de 0,025 mg/L conforme Cristani et al.
1478  (2012). O pigmento também foi extraido e dosado da mesma forma citada
1479  anteriormente.
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111.3 Resultados e Discussdes

111.3.1 Caracterizacdo da prodigiosina

O pigmento extraido apresentou concentracdo de 348,9 u/mL. A partir dos picos

gerados no espectro MS1 e no MS2 foi possivel identificar a prodigiosina que possui

férmula molecular: CyoH25N30 e peso molecular igual 323.44 (Aradjo et al.,2010). O

espectro MS1 apresentou um pico de valor 324.2 (figura I11.2) e o espectro ms2

apresentou os picos com valores de 309 e também 252 (figura 111.3) que correspondem a

fragmentacéo da prodigiosina (Chen et al., 2008- Figura 111.4).
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Figura 111.2- Espectro de massas MS1 da prodigiosina da cepa Serratia marcescens
LG1 (aquisi¢do de m/z de 100.0000a 500.0000).
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Figura I11.3- Espectro de massas MS2 da prodigiosina da cepa Serratia marcescens
LG1 (aquisicdo de m/z de 100.0000a 500.0000, precursor m/z: 324.2070 + 3.0000 Da).
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Figura I11.4- Principais vias de fragmentacao da prodigiosiona e seus valores m/z. MS1
324; MS2 309 e MS3 149. (Fonte: Chen et al., 2008)
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1509  111.3.2 Avaliacdo da influéncia do Mn (I1) na producéo de prodigiosina

1510 A cepa LG1 conseguiu crescer em todas as concentracdes de Mn (1) testada,
1511  entretanto no controle positivo com Pb conseguiu cresceu apenas nas concentracdes 0 e
1512 0,025 mg/L, evidenciando alta toxicidade desse metal para a bactéria mesmo em

1513 concentrages minimas (Figura 111.5).

1514

1515  Figura I11.5- Crescimento da Serratia marcescens LG1 em placas contendo Mn (11) e
1516  Pb. A: LG1 nas concentragdes 0, 50 e 100 mg/L de Mn (II); B: LG1 nas concentracfes
1517  0; 0,025; 50 e 100 mg/L de Pb.

1518

1519 Uma maior concentracdo da prodigiosina foi encontrada na amostra com 50

1520 mg/L de Mn(ll) (650 pg/L) e em seguida na amostra com 100 mg/L de Mn(ll) (565
1521  ug/L). A menor quantidade do pigmento encontrado na amostra sem metal pesado (310
1522  ug/L) ndo diferiu significativamente da quantidade encontrada no controle positivo com
1523 o chumbo (295 ug/L) (Figura 111.6).

1524 Segundo Hejazi e Falkiner, (1997), esse pigmento é considerado parte de um

1525 mecanismo de protegdo para o crescimento bacteriano sob condi¢fes desfavoraveis,
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sendo observada uma expressdo maxima da prodigiosina em condigcdes de estresse
(Williamson et al. 2006). A presenca do Mn (I1) em até certa concentragdo, como 50
mg/L, provocou um aumento da producdo de prodigisiona que serviu para proteger a
celula da citotoxidade do metal. Entretanto, quando a concentracdo do Mn (l1) elevou
mais, a sua toxicidade aumentou também, o que pode ter afetado a célula da cepa LG1 e
a via de biossintese desse pigmento que foi produzido em uma quantidade um pouco
menor. Em um trabalho anterior com essa cepa, a LG1 apresentou um crescimento
constante em um meio sélido contendo concentracdes crescentes de Mn (I1) (0 a 1200
mg/L), entretanto foi possivel observar reducdes nos tamanhos das colbnias, alteracdes
em sua morfologia e diminuicdo da cor do pigmento nos meios com concentracoes igual
e acima de 50 mg/L (Queiroz et al., 2018). Apesar dessas alteracdes é possivel que o
excesso de Mn (1) nédo foi letal para a célula que continuou produzindo a prodigiosina,
e a protegeu dos efeitos toxicos do metal.

A cepa LG1 ndo conseguiu crescer nas concentracdes de 50 mg/L e 100 mg/L
de Pb evidenciando a alta toxicidade desse metal quando comparado ao Mn (Il).
Cristani et al., (2012) também atribuiram o0 aumento da concentracdo de metais, como

Pb, cddmio e crémio, com 0 aumento da toxicidade desses metais, causando a reducéo

do pigmento.

Influéncia do metal pesado na produgao de prodigiosina
700

e Hl Meio NB
-

o
=]
=3

Prodigiosina (u/m

Concentragio do metal (mg/L)

Figura I11.6- Influéncia das concentracBes 0, 50 e 100 mg/L de Mn (11) e 0,025 mg/L
de Pb na producéo de prodigiosina.

111.4 Conclusao

As bactérias sintetizam a prodigiosina apenas quando as condi¢fes sao

apropriadas, sendo assim considerado um metabolito secundario bem sensivel as
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condi¢cdes do meio ambiente. Foi possivel observar a influéncia de altas concentragdes
de Mn (Il) na producdo do pigmento que apresentou uma maior quantidade na
concentragéo de 50 mg/L de Mn (11) e ndo deixou de ser produzido em concentragdes
maiores. Esse resultado demonstra o efeito protetor da prodigiosina para a célula e
também ressalta a aplicabilidade da S. marcescens LG1 que consegue crescer e tolerar
altas concentracfes de Mn (II). Os resultados encontrados servirdo para contribuir com
0 estudo desse promissor pigmento, entretanto Sd0 necessarios experimentos
aprofundados para observar a relagéo direta da prodigiosina com a remocéo de Mn (I1),

uma vez que foi relacionada com a absorcédo de metais.
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8. Concluséo geral

Como a busca por estratégias eficientes e ambientalmente adequadas para a
remocdo de metais pesados tem sido incentivada, neste trabalho reforcamos ainda mais
a aplicabilidade de cepas pigmentadas e ndo pigmentadas de S. marcescens em
processos de biorremediacdo de Mn em ambientes aquaticos. Estas cepas exibem alta
tolerancia ao Mn (1), capacidade de crescer e remover altas concentracdes de Mn (I1)
em diferentes condi¢Bes nutricionais e de produzir 6xidos de Mn que possui valor
econdbmico agregado, especialmente a cepa pigmentada LG1. O meio NB rico em
nutrientes desempenhou papéis importantes na formagéo do 6xido Mn e na remogao do
Mn (1), sendo a primeira vez que o potencial deste meio foi demonstrado em

experimentos envolvendo o Mn.

Nesse trabalho também ficou evidente o grande potencial da cepa pigmentada
LG1 na bio-oxidacdo de Mn (II), por isso teve seu proteoma analisado. O estudo das
suas proteinas expressas na auséncia e presenca desse metal permitiu conhecer néao
somente seu proteoma, mas também compreender a partir da identificacdo das
proteinas, como essa bactéria responde em situacdo de estresse ao Mn (I1). A enzima
multicobre oxidase que participa de processos de oxidacdo de Mn (1) foi identificada

no seu proteoma, evidenciando a possivel participagdo dessa enzima nesse processo.

Além disso, o estudo do pigmento prodigiosina na presenca de diferentes
concentragdes de Mn (I1) permitiu observar que apesar da sua sensibilidade a condicgdes
externas, a prodigiosina continuou sendo produzida em altas concentracdes de Mn (I1).
Assim, manteve seu efeito protetor para a célula da cepa LG1 e também ressaltou a
tolerancia dessa cepa ao Mn (1) evidenciada em um trabalho anterior. VVale lembrar que
0 meio NB ¢ ideal para a formacdo da prodigiosina, que tem sido associada a remogao
de metais e contaminantes tdéxicos. Provavelmente, esse pigmento pode ter
influenciando no melhor desempenho da cepa LG1, porém sdo necessarios mais estudos

que evidencie diretamente a relagdo da prodigiosina com o Mn (I1).
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9. Contribuicédo ao conhecimento

Todos esses achados realcam a aplicacéo biotecnoldgica desta espécie. Dentre 0s
estudos presentes na literatura com bactérias oxidantes de Mn (1), o0 nosso grupo foi 0
primeiro que demonstrou o potencial de cepas de S. marcescens em tolerar e remover
concentragdes elevadas de Mn (11) que ainda ndo tinham sido avaliadas. Devido todo
potencial apresentado, em especial pela cepa pigmentada LG1, sugerimos a sua
utilizacdo juntamente com o meio de cultura NB em grandes biorreatores continuos para
0 tratamento de efluentes contaminados com Mn para avaliar se 0 processo continuaria

tdo eficiente quanto em batelada.

Estudos desse tipo tornam-se extremamente importantes especialmente pelo
contexto atual do Brasil, o qual tem vivenciado infelizes episddios de ‘acidentes’ com
barragens de rejeitos que causaram prejuizos humanos e ambientais. Além da perda
humana, solos, vegetacdes, animais e bacias de rios proximos foram cobertos pelos
rejeitos danificando a qualidade da agua e matando a biota. A barragem do fundao que
rompeu em 2015 liberou mais de 50 milhdes de metros cubicos de rejeitos para o
interior do estuario do rio Doce. Uma rede independente de cientistas analisou amostras
do rio Doce apds o colapso da barragem e encontraram elevada concentracdo de ferro,
arsénio, chumbo, cadmio, cromo, niquel, selénio e manganés, todos acima dos niveis
obrigatorios (Escobar 2015, GIAIA 2016). O aumento das concentracdes de vestigios de
metais nos sedimentos estuarinos levanta novas preocupacdes sobre os impactos
cronicos dos rejeitos de minas na salde geral do ecossistema, com impactos potenciais

na biogeoquimica.

Nesse sentido, a busca por microrganismos que sejam eficientes na remocao
desses contaminantes, é fundamental para abrir novas perspectivas com vistas aos
processos de recuperacdo de ambientes. O advento da biotecnologia, selecdo de genes,
introducdo de novos genes em microrganismos e selecdo de plantas remediadoras pode
ser uma estratégia eficaz nas etapas necessarias ao planejamento e insercdo destes

organismos como ferramenta.
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