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RESUMO

DURANTE, A.C.R. Isolamento, cultura e preservagao de Chromobacterium violaceum
obtida em nascente no municipio de Jacarei-SP, com potencial aplicagdo na
biorremediacdo de metais pesados toxicos ao meio ambiente. Trabalho de
Graduacgao apresentado como atividade de Conclusédo de Curso para obtengdo do Grau
de Tecnologo em Meio Ambiente e Recursos Hidricos pela Faculdade de Tecnologia de
Jacarei — FATEC Jacarei.

Nos dias atuais, a poluicdo por metais pesados tornou-se um sério problema ambiental
qgue coloca em risco 0s ecossistemas e a saude humana. Diante dessa problematica,
técnicas de remediagcdo, como a biorremediagdo utilizando organismos vivos tém
demonstrado resultados expressivos e eficientes na remog¢ao de metais pesados téxicos
do meio ambiente. Dentre os organismos vivos utilizados na biorremediagao, as
bactérias, em especial a Chromobacterium violaceum encontrada naturalmente em
regides tropicais e subtropicais, apresenta significativo potencial de aplicabilidade na
minimizagcdo dos efeitos toxicos de metais pesados no meio ambiente. Por ter a
capacidade de retencao de particulas de varios metais, pode ser utilizada com potencial
biotecnoldgico para remogao desses elementos da agua. Adicionalmente, C. violaceum
produz como metabdlitos secundarios, os pigmentos violaceina e desoxiviolaceina que
apresentaram atividades biolégicas relevantes na saude humana, como efeitos
antitumorais, antibiéticos e antiparasitarios. Esse trabalho objetivou isolar uma linhagem
de Chromobacterium violaceum em agua bruta de nascente situada no municipio de
Jacarei (SP), promover a propagacao em cultura de meio solido e obter amostras
congeladas para potencial aplicagdo futura na biorremediacdo de metais pesados
advindos de efluentes industriais. A metodologia experimental constou de coleta, preparo
e semeadura em dois meios de cultura sélidos, PCA e Agar-peptona, para isolamento e
manutencao de cepa primaria selvagem de Chromobacterium violaceum, por repiques
continuos e cultivo a 35 °C por espalhamento. A criopreservagao foi realizada em dois
meios, M1 e M2, respectivamente constituidos por meio Peptona enriquecido com soro
humano e 20% de glicerol, e Peptona com 10% de glicerol, com amostras mantidas a
longo prazo sob temperatura de -20 °C, descongelamento apds 60 dias e analise da
viabilidade. Os resultados obtidos permitiram o isolamento de colbnias violetas
caracteristicas de Chromobacterium violaceum advindas de amostra de agua bruta
superficial de nascente no municipio de Jacarei (SP) por plagueamento em profundidade,
ocorrendo em ambos os meios utilizados sem apresentagao de diferengas significativas,
porém com crescimento positivo mais favoravel nas amostras coletadas no periodo
chuvoso, mostrando-se a cultura e repiques sucessivos, um método pratico e viavel para
a manutencgao das principais caracteristicas bacterianas em curto prazo. Ambos os meios
de congelamento utilizados se mostraram eficientes na manuteng¢ao da viabilidade de C.
violaceum pelo periodo de 60 dias de congelamento, permitindo o crescimento positivo
das amostras apdés o descongelamento, porém com a diminuigdo significativa da
expressao do pigmento violeta visualmente detectada no cultivo em meio sélido a 35 °C
pelo tempo de cultura utilizado. Dessa forma, o presente trabalho permitiu o isolamento
de linhagem Chromobacterium violaceum da nascente no municipio de Jacarei (SP), o



estabelecimento das condi¢gbes de cultura e manutencao in vitro, assim como, seu
congelamento e a manutengao de amostras da linhagem a longo prazo, com posterior
descongelamento e viabilidade. Frente a obtencdo da linhagem congelada, estudos
adicionais sobre a diminuicdo da expressdo visualmente detectavel do pigmento
violaceina nas amostras cultivadas de C violaceum pés-descongelamento, poderao ser
mais bem investigadas em estudos futuros.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum; Biorremediagdo; Metais pesados;
Efluentes industriais.
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ABSTRACT

DURANTE, A.C.R. Isolation, culture and preservation of Chromobacterium violaceum
obtained in a spring in the city of Jacarei-SP, with potential application in the
bioremediation of heavy metals toxic to the environment. Graduate Work presented
as activity Completion of course for obtaining Technologist Degree in Environment and
Water Resources - Faculty of Technology Jacarei — FATEC Jacarei.

Nowadays, pollution by heavy metals has become a serious environmental problem that
puts ecosystems and human health at risk. Faced of this problem, remediation techniques
such as bioremediation using living organisms have shown expressive and efficient
results in the removal of toxic heavy metals from the environment. Among the living
organisms used in bioremediation, bacteria, especially Chromobacterium violaceum
found naturally in tropical and subtropical regions, presents significant applicability
potential in minimizing the toxic effects of heavy substances on the environment. Because
it has the ability to retain particles of various metals, it can be used with biotechnological
potential to remove these elements from the water. Additionally, C. violaceum produces
as secondary metabolites, the pigments violacein and deoxyviolacein that showed
relevant biological activities in human health, such as antitumor effects, antibiotics and
antiparasitics. This study aimed to isolate a strain of Chromobacterium violaceum in raw
spring water located in the municipality of Jacarei (SP), promote the propagation in solid
medium culture and obtain frozen samples for potential future application in the
bioremediation of heavy metals from industrial wastewater. The experimental
methodology consisted of collection, preparation and sowing in two solid culture media,
PCA and Agar-peptone, for isolation and maintenance of wild primary strain of
Chromobacterium violaceum, by continuous peaks and cultivation at 35 °C by spreading.
Cryopreservation was performed in two media, M1 and M2, respectively constituted by
Peptone enriched with human serum and 20% of glycerol, and Peptone with 10% of
glycerol, with samples maintained long-term under temperature of -20 °C, thawing after
60 days and viability analysis. The results obtained allowed the isolation of violet colonies
characteristic of Chromobacterium violaceum from raw surface water sample of spring in
the municipality of Jacarei (SP) by plating in depth, in both media used without presenting
significant differences, but with more favorable positive growth in the samples collected in
the rainy season, showing the culture and successive peaks, a practical and viable
method for maintaining the main bacterial characteristics in the short term. Both freezing
media used were efficient in maintaining the viability of C. violaceum for the period of 60
days of freezing, allowing positive growth of samples after thawing, but with a significant
decrease in the expression of violet pigment visually detected in cultivation in solid
medium at 35 °C by the time of culture used. Thus, the present work allowed the isolation
of Chromobacterium violaceum lineage from the spring in the municipality of Jacarei (SP),
the establishment of culture conditions and in vitro maintenance, as well as its freezing
and the long-term maintenance of strains with subsequent thawing and viability. Faced of
obtaining the frozen strain, additional studies on the decrease of visually detectable
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expression of the violacein pigment in the cultured samples of C violaceum after thawing
may be better investigated in future studies.

Keywords: Chromobacterium violaceum; Biorremediation; Heavy metal; Industrial
wastewater.
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1 INTRODUGCAO

Os seres humanos vivem no meio ambiente e nele descartam os residuos de suas
atividades afetando diretamente a qualidade da agua, do solo e do ar, assim como todos
os organismos vivos. E de conhecimento que o meio ambiente possui a capacidade
intrinseca de autodepuracéo, quando o descarte de residuos domiciliares e industriais se
encontra abaixo do limiar de capacidade em restaurar sua condi¢do inicial (Sumampouw;
Risjani, 2014).

Na atualidade, o incremento no descarte de residuos, tanto industriais quanto
urbanos, tornou-se um dos mais sérios problemas de poluicdo ambiental, em especial a
poluicao por metais pesados. Embora, esses metais sejam naturalmente encontrados no
meio ambiente e alguns deles sdo elementos-tragos essenciais para o processo de
metabolismo de muitas formas de vida, inclusive a bacteriana (Bhattacharya; Naik; Khare,
2018), o descarte incorreto com a elevacéo de seus niveis, causa impactos significativos
nos ecossistemas.

Assim, o principal problema da poluigdo ambiental pelos metais pesados € o
significativo acréscimo de sua concentragdo, causando efeitos tdéxicos que alteram a
funcao normal do ecossistema. Além do mais, eles apresentam uma alta persisténcia, ou
seja, nao podem ser degradados ou removidos completamente do meio ambiente
promovendo-se assim, uma acumulagado ou bioacumulagao (Bhattacharya; Naik; Khare,
2018).

O acumulo desses metais pesados em ambientes aquaticos se apresenta como
uma das formas mais severas de poluicdo e contaminacdo ambiental, que afeta o
ecossistema e os seres humanos mediante a ingestao de aguas contaminadas por esses
poluentes. A toxicidade de cada elemento metalico esta diretamente associada a varios
fatores envolvendo questbes metabdlicas e a capacidade do organismo na eliminagao
dos compostos, sendo que seu limite geralmente sera tao baixo, quanto menos util for o
elemento em questdo. Quando a concentragao de tais compostos excede o toleravel com
consequente acumulo no organismo, isso pode levar a sintomas de intoxicagao metalica,

que dependera de cada elemento em particular, mas que em linhas gerais nos seres
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humanos, podem estar associados a disturbios gastrointestinais, renais e cerebrais
(Alencar, 2020; Mudgal et al., 2010).

Por isso, diante da capacidade de persisténcia e de toxicidade dos metais pesados
no meio ambiente, diversas técnicas de remediagao sao apresentadas na literatura, indo
desde processos fisicos e quimicos até a biorremediagado, a qual se utiliza de organismos
vivos, incluindo microrganismos. Neste contexto, o presente trabalho se propde a isolar
no municipio de Jacarei (SP), cultivar e preservar amostras congeladas de uma linhagem
da bactéria Chromobacterium violaceum (C. violaceum), presente naturalmente no meio
ambiente das regides tropicais e subtropicais, com significativo potencial de
aplicabilidade na biorremediacdo de metais pesados com vistas a minimizacado dos

efeitos toxicos destes ao meio ambiente e, principalmente, a saude humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolamento de uma linhagem de Chromobacterium violaceum em agua bruta de
nascente situada no municipio de Jacarei (SP), propagagao em cultura de meio sélido e
obtencao de amostras congeladas para potencial aplicagado na biorremediagdo de metais

pesados advindos de efluentes industriais.

2.2 Objetivos especificos

e |solar a linhagem de Chromobacterium violaceum a partir de amostras de agua
bruta superficial da nascente localizada na Escola Técnica Estadual — ETEC
Cobnego José Bento, no municipio de Jacarei-SP;

e Padronizar as técnicas de cultura em meio sdélido para Chromobacterium
violaceum e propagacgao da linhagem;

e Padronizagao das técnicas de congelamento e descongelamento das amostras de
Chromobacterium violaceum para potencial aplicacdo na biorremediagcao de

metais pesados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Contaminagao do meio ambiente por efluentes industriais contendo metais

pesados

Na atualidade, as atividades antropicas, em especial a industrial, vém promovendo
o crescimento da poluicdo ambiental por metais pesados tornando-se um sério problema
para os ecossistemas e para os organismos vivos, incluindo os seres humanos no Brasil
e no mundo (Cristiani et al., 2011). Dentre as atividades que tem contribuido estdo o uso
prolongado de fertilizantes minerais, corretivos de acidez, residuos urbanos e residuos
industriais, em especial o da mineragao (Alencar, 2020).

A terminologia “metal pesado” tem sido bastante utilizada na literatura cientifica,
apesar de nao existir nenhuma definicdo consensual regulamentada por entidade
cientifica especializada, como a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC). Essa denominagado se aplica a um grupo heterogéneo de elementos que
incluem os metais, semi-metais e ndo metais que possuam numero atdmico maior do que
20 ou peso especifico maior que 6 gcm e, que tem sido associado com contaminagao
e propriedade potencial de toxicidade ou ecotoxicidade (Alencar, 2020; Duffus, 2002).

Os metais pesados podem derivar tanto de fontes naturais, como o intemperismo
das rochas, deposi¢cdes atmosféricas e erupgdes vulcanicas que promovem baixas
concentragdes no solo, quanto os originados de atividades antropogénicas que
demonstram concentragdes significativamente superior aos advindos de fontes naturais
(Alencar, 2020; Burak et al., 2010).

Nos efluentes industriais, a presenga de metais pesados como zinco (Zn), ferro
(Fe), cobre (Cu), mercurio (Hg), cadmio (Cd), niquel (Ni), magnésio (Mg), chumbo (Pb) e
cromo (Cr) podem estar em niveis indesejaveis, ou seja, acima do permitido pela
legislagcdo com potencial significativo de ocasionar toxicidade a vida aquatica e terrestre,
incluindo a vida humana (Alencar, 2020) conforme a Tabela 1. Um exemplo disso é o
cadmio, um metal pesado toxico para humanos que se encontra presente, com certa
frequéncia, em vernizes/tintas, plasticos, fertilizantes fosfatados e residuos de bateria e
domiciliares (Chen et al., 2019).
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Tabela 1 — Efeitos toxicos / adversos dos principais metais pesados na saude humana.
Efeitos dos metais pesados na saude humana

Metal pesado Efeitos toxicos / adversos
Cadmio Respiratério, cardiovascular e renal
Cromo Doenca renal aguda e cancer
Cobre Anemia, nausea e vémito, dano renal e

hepatico
Chumbo Neurotoxicidade, dor abdominal,

hipertensao, disfuncéo renal

Niquel Alergias cutaneas, fibrose pulmonar,

doencas cardiovasculares

Zinco Dor abdominal, nausea e vomito,
diarréia, irritabilidade, anemia, necrose

e alopécia

Mercurio Desordens neuroldgicas e motoras
Fontes: Patrush; Kumar; Hu, 2018; Sharma et al., 2021.

Diversos estudos ja tém apontado a contaminagdo por metais pesados em
diferentes ecossistemas. Em estudo realizado na india foi constatado a presenca de
contaminagéo por metais pesados, como zinco, chumbo e cromo em niveis superiores
ao padrao permitido na agua, nas plantagdes, nos peixes e sedimento do rio Cauvery e
também, nas aguas superficiais e subterraneas em Patancheru Andhra Pradesh
(Sumampouw; Risjani, 2014).

A problematica dos metais pesados € que, em sua forma ibénica livre, mesmo em
baixas concentragcées no ambiente, eles promovem diversas consequéncias ecoldgicas,
tais como a redugao na biodiversidade da biota, a contaminagdo dos organismos vivos e
importantes alteragdes fisico-quimicas da agua (Hassaan; Nemr; Madkour, 2016).

Além disso, esses metais pesados podem vir a se acumular no leito de sedimento
de cursos d’agua na forma dissolvida, como ions simples ou complexos e quelatos
organometalicos nao ionizados ou complexados, bem como particulas em suspensao

(hidroxidos, o6xidos e silicatos). Nessas formas, esses elementos quimicos podem
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alcangar elevadas concentracbes, em especial, nos locais proximos ao descarte dos
efluentes industriais tornando-se um sério problema de contaminagdao ambiental com
vistas a potabilidade da agua para a populagao (Hassaan; Nemr; Madkour, 2016).

A contaminacdo do ambiente aquatico por metais pesados é considerada como
uma das formas mais graves de poluicdo ambiental (Singh et al., 2010). Quando esses
metais estdo em niveis desregulados na dgua podem causar impactos como degradacgao
quimica do meio, alteragao do potencial hidrogeniénico (pH), empobrecimento ecoldgico
e o comprometimento no abastecimento de agua que impactam diretamente sobre a
saude humana (Figura 1). Além do mais, os efeitos téxicos promovidos pelos metais
pesados nos ecossistemas podem reduzir a biomassa de organismos presentes no meio
afetando a atividade enzimatica, a estrutura das comunidades microbianas e a
diversidade funcional de microrganismos menos tolerantes, tornando dificil seu controle
e recuperagao (Alencar, 2020). Todavia, os microrganismos tolerantes aos metais
pesados podem ser utilizados como bioindicadores no monitoramento ambiental
(Cristiani et al., 2011).

Reactive oxygen species production.
Reduced photosynthesis.

Growth inhibition.

Abnormal miosis and mitosis.

bt il

Accumulation n plants

Cancer in Kidney, Bladder,
skin.

Heart attack.

Hypertension.
Chromosomal abnormality.

Decrease in antioxidant level.
Spoiling of gills.

. Necrosis of liver.

. Low fertility.

et al., 2021).

A toxicidade dos metais pesados sob os organismos bacterianos pode causar
danos irreversiveis, em fungao de sua ligagao as proteinas respiratorias e a produgao de

espécies reativas de oxigénio, afetando sua taxa de crescimento celular ou induzindo a
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morte celular. Entretanto, existem bactérias que se tornam resistentes a toxicidade
exercida pelos metais pesados por meio adaptativo de certos mecanismos, codificados
por genes, tornando o elemento quimico menos toxico por meio de reag¢des de redugao
ou de complexagao (Carepo et al., 2004). Essas bactérias tolerantes a metais pesados
podem apresentar aplicagdes biotecnologicas de interesse quanto a remogao e/ou
redugao de poluentes e contaminantes através da biorremediacéo (Alencar, 2020) como

descrita no item 3.3.1.

3.2 Monitoramento da qualidade ambiental

O monitoramento da qualidade ambiental € de suma importancia em fungao do
significativo grau de poluicdo do meio ambiente, em especial, por metais pesados.

Quando se trata do gerenciamento de ambientes aquaticos impactados pela
contaminag&o e poluicdo por metais pesados, a legislagdo brasileira estabelece as
condigbes e padrdes de langamento de efluentes nos corpos d’agua classificados
segundo seus usos prioritarios pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente através da
Resolucdo CONAMA n°357/2005, complementada pelo art. 16 da Resolugao CONAMA
n°®430/2011 quanto aos padrdes de emisséo de parametros inorganicos (metais pesados)
conforme Tabela 2 (Brasil, 2005; Brasil, 2011).

Tabela 2 - Valores maximos permitidos de parametros inorganicos como padrdes de
langcamento de efluentes em corpos receptores.

Padroes de langcamento de efluentes

Parametros Inorgéanicos Valor maximo permitido

Arsénio total 0,5 mg/L As

Bario total 5,0 mg/L Ba

Boro total 5,0 mg/L B
Cadmio total 0,2 mg/L Cd
Chumbo total 0,5 mg/L Pb
Cobre dissolvido 1,0 mg/L Cu
Cromo hexavalente 0,1 mg/L Crb*

Cromo trivalente 1,0 mg/L Cr3*
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Estanho total 4,0 mg/L Sn
Ferro dissolvido 15,0 mg/L Fe
Manganés dissolvido 1,0 mg/L Mn
Mercurio total 0,01 mg/L Hg
Niquel total 2,0 mg/L Ni
Prata total 0,1 mg/L Ag
Selénio total 0,30 mg/L S
Zinco total 5,0 mg/L Zn

Fonte: Adaptado da Resolugcdo CONAMA n° 430/2011.

A avaliagdo e monitoramento desses elementos quimicos sdo importantes, em
razao de serem estaveis e apresentarem persisténcia no meio ambiente ndo podendo
ser degradados e acumulando-se na biota através dos processos de bioacumulagao e
biomagnificacdo afetando sua diversidade e apresentando significativos problemas para
a saude publica (Alencar; Navoni; Amaral, 2017).

O monitoramento da qualidade ambiental pode ser feito por meio da avaliagdo de
uma série de parametros sejam fisico, quimico e bioldgico.

Quando se trata do monitoramento da poluicdo ambiental por metais pesados em
solo e agua com uso de parametros biolégicos podem ser empregadas como
bioindicadoras algumas espécies de plantas, como a Thyphas sp. para polui¢ao por
cadmio e niquel. Também podem ser empregadas como bioindicadores algumas
espécies de peixes, como Lamellidens corrianus, Indonaia caeruleus para polui¢ao por
chumbo, arsénico e cadmio e cobre, respectivamente (Sumampouw; Risjani, 2014).

Além deles, outros bioindicadores de grande interesse sao as bactérias, tais como
a Serratia marscences para poluicdo por chumbo e cadmio e que possui um mecanismo
de protecéo contra a toxicidade deste ultimo, além da Escherichia coli, Streptococcus sp.,
Pseudomonas sp., Clostridia sp. e Arcobacter sp. Inclui-se nesse grupo a
Chromobacterium violaceum, foco de estudo do presente projeto, indicada como
potencial para utilizagdo na remediacdo de agentes de poluicdo por metais pesados,
sendo que a mesma pode ser encontrada em regides tropicais e subtropicais (Cristiani et

al., 2011; Sumampouw; Risjani, 2014), conforme descrito no item 3.4.
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3.3 Aremediacao de metais pesados

Os metais pesados presentes no meio ambiente podem ser remediados a partir
de uma variedade de biotecnologias que vem sendo desenvolvidas e que podem se
utilizar de métodos fisico-quimicos convencionais como a precipitagdo eletroquimica,
separagcdo por membrana, adsorgdo, troca ibnica, eletroflotacdo, eletrocoagulacéo,
evaporagao e osmose reversa. Esses métodos apresentam como desvantagens o alto
consumo de energia, serem caros, promoverem uma remog¢ao incompleta dos metais e
pelo uso de quimicos geram-se poluentes secundarios (Bhattacharya; Naik; Khare, 2018;
Cristiani et al., 2011). Quando aplicados na remogao de metais pesados da agua, torna-
se uma tarefa dificil em fungdo dos altos custos de tratamento e, para se evitar esses
inconvenientes existem alternativas técnicas e ferramentas mais eficientes para a
remogao desses compostos do ambiente (Alencar, 2020).

Além dos métodos convencionais existem ferramentas alternativas e que vem
apresentando resultados mais promissores como a biorremediagdo, a qual enfoca na
aplicagdo de microrganismos, em especial as bactérias, que possuam a capacidade de
remover os metais pesados do ambiente. Muitos estudos tém sido reportados na literatura
com grande sucesso na remogao eficiente de metais em ecossistemas contaminados.
Essa remocgéao ocorre através de processos ativos e passivos por meio da biodegradagao
ou da capacidade em acumular esses elementos quimicos téxicos de forma eficaz nos
seus compartimentos celulares (Alencar, 2020; Alencar; Navoni; Amaral, 2017). Esse
processo de remediacdo microbioldgica (biorremediagdo) apresenta algumas vantagens
como a implementagcdo simples, baixo custo, alta especificidade e pequeno dano
ambiental (Chen et al., 2019).

3.3.1 A biorremediagao de metais pesados

A biorremediagao ou remediagdo baseada em microrganismos e/ou plantas sao
utilizados como uma ferramenta pratica e efetiva para remediar, reduzir ou degradar
substancias toxicas perigosas ao meio ambiente (Alencar; Navoni; Amaral, 2017; Dixit et
al., 2015). Apresenta algumas vantagens como o baixo custo de aplicagdo se comparado

a outras técnicas de remediacdo, como métodos fisicos e quimicos e, sua elevada
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diversidade de agao permite sua incorporagado a uma significativa variedade de agentes
contaminantes e poluentes ambientais, tais como os metais pesados (Alencar; Navoni;
Amaral, 2017; Bhattacharya; Naik; Khare, 2018). Dentre os métodos de biorremediacao
estdo a biocoagulacdo, a bioacumulagéo, a biolixiviagdo, biossorventes e imobilizagao
para a remediacdo de metais pesados por um processo sustentavel e eficiente, sem que
haja significativas alteragbes no meio ambiente (Bhattacharya; Naik; Khare, 2018;
Cristiani et al., 2011).

Os microrganismos, em especial as bactérias possuem caracteristicas
metabdlicas intrinsecas e adaptativas que as torna importantes ferramentas para a
biorremediagdo de ambientes impactados por metais pesados. De maneira geral, as
bactérias quando em contato com os metais pesados tendem a desenvolver mecanismos
de tolerancia a esses elementos (Alencar; Navoni; Amaral, 2017). Esses mecanismos
incluem bombas de efluxo, detoxificacdo enzimatica, sequestro iénico intra e extracelular
e reducdo do contaminante a uma forma menos téxica e sao codificados por genes
cromossomais (Gadd, 2010).

Esses organismos bacterianos também podem atuar em processos de
imobilizacao, mobilizacao, transformacao de metais pesados por rea¢des de precipitacéo
extracelular, de oxirredugcao, de metilacdo e demetilagdo que podem servir como meio
para minimizar e até combater as consequéncias nocivas da poluicdo ambiental causada
por metais pesados (Gadd, 2000).

Os microrganismos, em especial as bactérias, podem ser especificas para um ou
mais metais pesados, captando-os em altas concentragdes de acordo com uma
variedade de mecanismos. Esses podem ser tanto por processos de metabolismo-
independente (passivo) quanto por metabolismo-dependente (ativo). O processo de
biosorgao, captagao inativa, pode ocorrer por ligagdo nao especifica do metal a superficie
celular e matriz extracelular e por captacao intracelular independente do metabolismo
(Ayangbenro; Babalola, 2017; Bhattacharya; Naik; Khare, 2018). Além do mais, podem
remover os metais pesados por meio da bioacumulacao, captacéo ativa, onde os metais
séo transportados para dentro da célula microbiana (citoplasma celular) via proteinas de

ligacdo e transportadoras na membrana celular e sao quelados por alguns ligantes
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metabdlicos intracelulares (Figura 2A) (Cristiani et al., 2011; Sreedevi; Suresh; Jiang,
2022).

Os processos de adsor¢cao de metais pesados por bactérias Gram positivas e
negativas sdo determinados pela capacidade de adsor¢do do envelope celular e
influenciada pelas diferengas na construgdo das suas paredes celulares. Os sitios de
ligacdo para metais pesados na superficie celular bacteriana sao, usualmente, grupos
anidénicos como os residuos carboxila e fosfato, grupos sulfidrila (SH) ou hidroxila (OH)
que pelo processo de adsorgcao sequestra primariamente os ions metalicos catidnicos do
meio e estes passam pelo processo de oxirredugdo diminuindo a toxicidade desses
elementos (Ayangbenro; Babalola, 2017; Cristiani et al., 2011; Sreedevi; Suresh; Jiang,
2022).

Na biorremediagao de metais tem sido mais utilizada as bactérias Gram negativas
segundo a literatura, pois este grupo apresenta um melhor aparato fisiolégico quando
comparado as Gram positivas. A parede celular das espécies de bactérias Gram
negativas apresenta sitios para ligagdo de metais com um alto potencial ativo de
quimiossorgao pela presengca de glicoproteinas, lipoproteinas, fosfolipideos e
lipopolissacarideos (Alencar; Navoni; Amaral, 2017). Podem também secretar varias
proteinas e enzimas, como proteinas de ligagcdo metalica e transportadoras, assim como
a produgao extracelular de substancias poliméricas, como polissacarideos, capsulas,
entre outros com a finalidade de remog¢do do metal pesado. Além do mais, elas
apresentam um mecanismo de efluxo ativo de metais do citoplasma para o espago
periplasmatico conduzido por ATPases localizadas na membrana interna como outro
caminho para a resisténcia a metais (Figura 2B) (Ayangbenro; Babalola, 2017; Yu et al.,
2020).
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Figura 2 — (A) - Mecanismos de captagéo de metal pesado em bactérias e (B) - Imagens de
microscopia eletronica de transmissao de agregados de cadmio presentes na camada periplasmatica e
no interior da célula bacteriana de Serratia marscences. (Fontes: (A) Alencar; Navoni; Amaral, 2017 e (B)
Chen et al., 2019).

Dentre os diversos microrganismos potencialmente relevantes para a
biorremediacéo de metais pesados toxicos ao meio ambiente, como objeto deste estudo,

encontra-se a bactéria Chromobacterium violaceum (Alencar; Navoni; Amaral, 2017).



28

3.4 Chromobacterium violaceum
3.4.1 Historico

A Chromobacterium violaceum foi descrita pela primeira vez no século XIX por
Boisbaudran em 1882 e, de forma independente, em 1880, por Bergonzini que durante
um experimento esqueceu no laboratério uma solugéo controle de albumina de ovo, no
qual apareceu um filme que reduzido por evaporagao, obteve-se um filme fino muito
denso de cor violeta. Apos alguns experimentos, Bergonzini a denominou de
Cromabacterium violaceum publicando sua descoberta e, logo em seguida, o nome foi
corrigido para Chromobacterium violaceum por Zimmerman (Antunes, 2006; Dall’ Agnol
et al., 2008).

No Brasil, apenas em 1976, a Chromobacterium violaceum foi isolada e estudada
de uma amostra de agua bruta recolhida na frente da estagédo de tratamento de agua da
cidade de Manaus, onde o professor Wilson Chagas de Araujo, do Instituto de
Microbiologia da UFRJ, identificou as colénias violetas a partir de uma analise
bacteriolégica da amostra, sendo a primeira vez que esse microrganismo foi estudado no
pais. A violaceina, pigmento de coloragao violeta, por sugestao do professor Caldas, do
Instituto de Biofisica, UFRJ,considerou-o como um pigmento protetor da irradiagdo solar
para a bactéria (Antunes, 2006; Pitlovanciv et al.,2006).

Pelo grande interesse biotecnoldgico da Chromobacterium violaceum, no ano
2000 foi escolhida pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia para ser o primeiro
microrganismo a ter o genoma completamente sequenciado, finalizado e publicado em
2003 pelo Consorcio Nacional Brasileiro de Sequenciamento do Genoma e estudos pés-
gendmicos que explorem a sua fisiologia sdo de grande relevancia, em razdo dos
produtos de alguns genes apresentarem significativo potencial biotecnoldgico (Antunes,
2006; Grangeiro et al., 2004; Pitlovanciv et al., 2006).

3.4.2 Caracteristicas gerais

A bactéria Chromobacterium violaceum é encontrada em solos e aguas de regides

tropicais e subtropicais de diversos continentes. No Brasil, essa bactéria é encontrada
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em trés principais ecossistemas: a Floresta Atlantica, o Cerrado e a Floresta Amazénica
(Lacerda; Duarte; Fernande, 2016; Lima-Bittencourt et al., 2007).

A Chromobacterium violaceum pertence a familia Neisseriacea do subfilo B-
proteobactérias, classificada como Gram negativa, de vida livre, saprofita (alimenta-se de
animais e plantas em decomposig¢ao), aerébia facultativa, com formato de bastonete e
dotada de mobilidade por um unico flagelo polar e flagelos laterais e subpolares (Figura
3A). Em meio sdlido, apresenta-se como col6nias de aspecto cremoso e, geralmente de
coloragdo violeta, associada a sintese do pigmento violaceina (Figura 3B) (Alencar;
Navoni; Amaral, 2017; Alencar et al., 2019).

Figura 3 — Imagens da bactéria Chromobacterium violaceum. (A) - Micrografia em microscopia eletronica
de varredura; (B) — Crescimento de colbénias com coloragéo violeta tipica em meio de cultura sélido.
(Fontes: (A) https://revistapesquisa.fapesp.br/sobrevivente-das-selvas/. Acesso em: 15 out. 2023; (B)
Casagrande, 2022).

Essa bactéria Gram negativa possui um versatil metabolismo energético por meio
de enzimas oxidases e redutases conferindo-lhe a capacidade de utilizar diversas fontes
energéticas e se desenvolver em ambientes aerobios e anaerdbios (Lacerda; Duarte;
Fernande, 2016). Em condicdes aerdbias € capaz de crescer em meio minimo
suplementado com agucares simples (glicose, frutose, galactose e ribose) como fonte de
energia, ja em condigdes anaerdbias metaboliza glicose com produgao de acido latico e
férmico, além de também utilizar aminoacidos e lipidios como fonte energética,
caracteristicas que Ihe confere uma capacidade de distribuicido sazonal. A temperatura
ideal de crescimento da C. violaceum esta entre 20 °C e 37 °C (Lacerda; Duarte;
Fernande, 2016; Lima-Bittencourt et al., 2007).
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Diante da alta competitividade e habilidade da C. violaceum em sobreviver sob
diferentes condigcbes ambientais estressantes, isso esta relacionado a produgdo de uma
diversidade de metabdlitos secundarios, como enzimas capazes de detoxificar espécies
reativas de oxigénio, proteinas relacionadas a tolerancia contra presenga de acidos,
temperatura, substancias antimicrobianas, bem como metais pesados (Lacerda; Duarte;
Fernande, 2016). Essa variedade de enzimas e metabdlitos secundarios produzidos
apresenta diversas aplicagdes industriais (bioinseticida), farmacéuticas (antimicrobiana)
e ecoldgicas (adaptativas) (Alencar et al., 2019; Alencar; Navoni; Amaral, 2017; Lima-
Bittencourt et al., 2007). Além da presenga de genes envolvidos na resisténcia a metais
como o arsénio, ferro, cadmio, zinco, manganés, mercurio e ouro conforme relato de
varios estudos na literatura conferindo-lhe potencial atividade biorremediadora, como
uma alternativa efetiva e de baixo custo para areas impactadas por metal pesado, em
especial no ambiente aquatico (Alencar; Navoni; Amaral, 2017; Alencar et al., 2019;
Carepo et al., 2004).

A versatilidade metabdlica e capacidade adaptativa frente ao ferro, arsénico,
magnesio, zinco, cadmio e mercurio que a C. violaceum possui advém da expressao de
genes envolvidos na resisténcia a esses elementos e, na qual se sabe que 93 ORFs
(Open Reading Frames) ou Sequéncias de Leitura Aberta promovem a sintese de
proteinas responsaveis pela regulacdo ou metabolizacdo desses elementos. Além
desses, outros 496 ORFs operam proteinas transportadoras de membrana que controlam
a concentragdo desses metais no meio intracelular e, a producdo de cianeto de
hidrogénio (HCN) que interage com diversos metais, complexando-os para formas mais
estaveis e soluveis em agua que esta associada a um Operon, o hcnABC (LACERDA,;
DUARTE; FERNANDE, 2016).

Carepo et al. (2014) estudaram um dos mecanismos biorremediadores da C.
violaceum frente ao metal arsénio (As). A reducao do ion As(V) (arsenato) para sua forma
menos toxica o ion As(lll) (arsenito) ocorre pela agdo da enzima arsenato redutase. A
forma menos toxica do arsénio (As(lIl)) retorna ao meio por efluxo via proteina de ligagao
de membrana.

Em estudo realizado por Prabhakaran et al. (2018) com o metal cromio (Cr) foram

demonstrados dois mecanismos pelos quais a C. violaceum promoveu sua agao
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biorremediadora. Um dos mecanismos foi a adsor¢do (biosor¢gdo) do ion Cr(VI) a
superficie celular carregada negativamente favorecida pelos grupos hidroxila, carboxila,
amina e fosfato promovendo a imobilizacdo desse metal pesado e, o outro foi a
biorredugao do ion Cr(VI) para a espécie quimica menos téxica o ion Cr(lll) por meio da
interacdo com os grupamentos hidroxila e sulfidrila presentes nos polissacarideos da
parede celular.

No estudo de Alencar (2020), o potencial biorremediador da C. violaceum frente
ao chumbo (Pb) foi realizado por meio de analise protebmica demonstrando os processos
de biossorgcédo e complexacgao ibnica do Pb na estrutura celular, sem alteracéo estrutural
significativa (Figura 4), além de proteinas relevantes para os processos de

bioacumulacio e captacéao intracelular de biomoléculas.

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.57 mm
View field: 15.8 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 16.0 kx  Date(m/d/y): 05/31/19

Figura 4 — Microscopia Eletrénica de Varredura mostrando chumbo adsorvido pela C. violaceum
evidenciado pela tonalidade escurecida (Fonte: Alencar, 2020).

Outro marcante aspecto da C. violaceum € a presenga de um fendtipo que
desperta grande interesse e tem sido objeto de muito estudo, a produgédo de um pigmento
violeta, a violaceina, caracterizando a coloragdao da colénia bacteriana em meio sélido
(Pitlovanciv et al., 2006). A violaceina foi primeiramente isolada em 1944 e quimicamente
caracterizada alguns anos mais tarde (Hungria et al., 2004). O pigmento violaceina
(Figura 5) apresenta uma baixa solubilidade em agua, pode sofrer interferéncia das
condigbes ambientais e sabe-se que sua producdo é favorecida sob condi¢cdes de
aerobiose e temperatura do meio de cultura em torno de 30 °C (Oliveira, 2005; Pitlovanciv
et al., 2006).
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Figura 5 - Estrutura quimica da violaceina (Fonte: Pitlovanciv ef al., 2006).

Na literatura ha diversos estudos sobre a C. violaceum, sendo a maioria voltada a
expressao génica da violaceina e sua aplicabilidade industrial (Oliveira, 2005). Apesar
disso, existem varios trabalhos sobre o potencial de biorremediacdo da C. violaceum
como demonstrado pelo estudo de Alencar et al. (2019) que avaliou os padrdes de
resisténcia fenotipica ao ferro, manganés e zinco por meio de testes de bioprospecgao
concluindo acerca da importancia dessa bactéria como ferramenta de biorremediagao de

metais em areas contaminadas por esses elementos quimicos (Alencar et al., 2019).
3.5 Técnicas de preservagao de microrganismos

Na atualidade, surge a necessidade da preservagao de microrganismos em
laboratérios para diversos fins, como o ensino e a pesquisa diante do desenvolvimento
cientifico e biotecnoldgico (Abreu; Tutunji, 2004; Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012).
Para a escolha da forma de preservagcdo ou manutengdo mais adequada, esta deve se
basear nas particularidades intrinsecas de cada microrganismo e, também nas vantagens
e desvantagens de cada técnica a ser empregada (Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012).

Diversas sao as técnicas de preservagao conhecidas que vao desde um curto até
um longo prazo, se diferenciando quanto ao tempo de conservagao da viabilidade
microbiana, as caracteristicas dos isolados, além do custo e do tempo de execugado. Na
técnica de conservagao a curto prazo, considerada uma técnica simples e de baixo custo,
tem-se o sub-cultivo ou repique periédico dos isolados microbianos que demanda tempo
e pode apresentar algumas desvantagens, como o maior risco de contaminagado da
amostra em fungado de multiplos manuseios, a possibilidade da perda das caracteristicas
de resisténcia dos isolados, bem como o risco de ocorrerem mutacdes e o0 aumento da

probabilidade de alteragbes na sua estabilidade genética em fungcdo dos repiques
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frequentes (Abreu; Tutunji, 2004; Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012). Apesar dessa
técnica ser uma das mais antigas, ela tem sido bastante utilizada para se obter a
viabilidade de bactérias (Sola et al., 2012).

Na técnica de conservagao a meédio prazo, considerada uma metodologia simples,
de facil execugado e de baixo custo, tem-se a preservagao realizada em agar nutriente
acrescido de 6leo mineral, o qual tem atuagao na redugéo do oxigénio disponivel para o
microrganismo que, consequentemente, reduz a taxa de multiplicacdo (Oliveira et al,
2023; Sola et al., 2012). Apesar de sua simplicidade, essa metodologia pode apresentar
como desvantagens a demora no processo de reativagdo, bem como na instabilidade
genética do microrganismo a ser preservado (Oliveira et al., 2023).

Ja a técnica de conservagao a longo prazo, a criopreservagao, € muito eficiente,
pois pode manter viavel por anos diferentes tipos celulares, em especial, as bactérias
utilizando-se de temperaturas baixas que variam entre - 20 °C e - 196 °C. Nessa técnica,
ha a necessidade de uso de crioprotetores que se caracterizam por moléculas de baixo
peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e de baixa toxicidade celular, os quais
sdo adicionados ao meio de congelamento com a fungdo de proteger as células
bacterianas de possiveis danos, como a formagao de cristais de gelo decorrentes do
processo de congelamento que causam injurias na parede celular e inviabilizam as
amostras (Oliveira et al., 2023). Dentre os crioprotetores disponiveis no mercado, os mais
utilizados séo: o glicerol, o dimetilsulfoxido (DMSQO), o etilenoglicol, o metanol e a
sacarose na concentragdo de 10% a 15% (Abreu; Tutuniji, 2004; Oliveira et al., 2023; Sola
et al., 2012). Faz-se importante considerar que meios nutritivos devem ser evitados, pois
a criopreservagao visa reduzir o metabolismo do microrganismo (Oliveira et al., 2023).

Cabe ressaltar que a criopreservagao engloba alguns fatores criticos que devem
ser considerados, como o tipo e a concentragao do agente de crioprotegédo e a duragao
do processo de congelamento (Abreu; Tutunji, 2004).

Frente a ndo existéncia de um método de preservacao ideal, cada laboratério
mediante seus objetivos, pode definir qual o meio mais adequado a ser utilizado, de
acordo com a espécie de microrganismo a ser preservada, levando-se em consideragao
a sua viabilidade técnica, a conservagao das caracteristicas do isolado minimizando a

ocorréncia de mutacdes, a disponibilidade de recurso financeiro, o tempo de
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armazenamento e a finalidade da preservacgao (Abreu; Tutunji, 2004; Oliveira et al., 2023;
Sola et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagentes

o Frasco de vidro ambar com tampa de rosca para coleta de amostras de agua bruta
superficial,

o Vidrarias (béquer, erlenmeyer, bastao de vidro, pipeta graduada, espatula de ago
inoxidavel);

o Placas de Petri; o Estante metalica para tubos de
. Alca de platina ou bacteriologica; ensaio;

o Meio de cultura Plate Counter o Parafilm (Ancor);

Agar — PCA (KASVI); o Tubo cénico tipo Falcon de 20 mL,;
o Peptona bacteriolégica (KASVI); o Pipeta plastica graduada de 3 mL;
o Agar-agar (KASVI); o Criotubos graduados de 1 mL;

. Agua destilada (Quimesp
Quimica);

° Glicerol p.a.;

o Solugao de cloreto de sédio 0,9%

- ampola 5 mL (Needs®);
. Seringa de 5 mL (SR Luelock);

o Ima magnético;

o Gaze hidrdfila;

o Tubo de ensaio com tampa de
rosca;

4.1.1 Equipamentos laboratoriais

o Agitador magnético com chapa
aquecedora (Modelo DT3110H,
DiagTech);

o Autoclave (Modelo 108, FABBE
LTDA);

o Pipeta de 20 pL e ponteiras
(Eppendorf®);

o Laminas e laminulas (Precision
Glass line);

o Solugao de Lugol;

o Violeta Genciana Funicada;

J Fucsina Fenicada de Gram;

. Alcool  Etilico 99,3°GL  p.a.

(Quimica Moderna).

. Centrifuga (Modelo 206, Fanem?®);
o Capela de exaustao (Lucadema);
o Microscopio  Optico  binocular

(Modelo 180PL, Nova);
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o Estufa de meio de cultura (Modelo o Balanga analitica (Modelo AL 500,
347 CDU, Fanem®); Marte®).

o Refrigerador (Modelo CRM51,

Consul);

4.2 Localizagao da area de estudo

As amostras de agua bruta superficial foram coletadas de nascente localizada na
Escola Técnica Estadual — ETEC Cénego José Bento, segundo as coordenadas de
latitude 23°17'35.96"S e de longitude 45°58'2.58"0O (Figura 6).

5 46°3'0.000"W
CROQUI DE LOCALIZACAO :

Datum: Sirgas 2000 / EPSG: 4674
Coordenada Geografica
Fonte de dados: IBGE; Imagem Quickmap Service

23°15’0.000"S

23°24'0.000”S

46°3'0.000"W 45°54'0.000"W
45°58’3.000"W 45°57'57.600"W

23°17'36.600”S

LEGENDA
Municipios Vizinhos

p Ponto de Coleta
) Area de Estudo

45°58'3.000"W 45°57'57.600"W
Figura 6 — Croqui de localizagao da nascente na Escola Técnica Estadual — ETEC Cénego José Bento,
municipio de Jacarei-SP. (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).
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4.3 Protocolo de coleta de amostras de agua bruta superficial

Foram coletadas duas amostras simples em duplicatas de agua bruta superficial
da nascente na ETEC - Cbdnego José Bento a 30 cm da lamina d’agua, conforme
orientacdo em AGENCIA NACIONAL DE AGUAS (2011), tanto no periodo seco quanto
no chuvoso com temperaturas variando de 20 °C a 28 °C (Agéncia Nacional de Aguas,
2011).

A coleta de agua bruta superficial da nascente foi diretamente realizada em frasco
de vidro ambar esterilizado (100 mL) com tampa de rosca. O frasco foi previamente
condicionado com a amostra antes da coleta final. O frasco com a amostra coletada foi
acondicionado em saco plastico com vedacao e transportado diretamente ao laboratério
de microbiologia da Faculdade de Tecnologia — Unidade Jacarei para langamento

imediato conforme descrito no item 4.5.
4.4 Preparo dos meios de cultura sélidos

Os meios de cultura sélidos foram preparados no laboratério de microbiologia da
Faculdade de Tecnologia de Sdo Paulo — Unidade Jacarei conforme especificagdo do

fabricante.
4.4.1 Meio de cultura Plate Counter Agar (PCA)

O meio de cultura PCA (5 g/L de digestivo enzimatico de caseina; 2,5 g/L de extrato
de levedura; 1 g/L de glicose e 15 g/L de agar bacterioldgico), comercialmente disponivel
para bactérias heterotréficas foi preparado de acordo com as instru¢gdes do fabricante,
pesando-se 4,5 g do meio em balanga analitica e adicionado a 200 mL de agua destilada
em erlenmeyer de 250 mL para hidratacdo. O meio de cultura foi mantido sob
aquecimento e agitagdo branda até a fundicado completa em um liquido homogéneo e de
coloragdo amarelo translucido em volume final de 200 mL.

Apos completa solubilizagdo, 10 mL da solugao foram transferidos para tubos de
ensaio com rosca utilizando-se pipeta graduada. Os meios de cultura aliquotados foram

esterilizados em autoclave com calor umido a 121 °C por 15 minutos.
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O meio de cultura PCA com pH 7,0 £ 0,2 a 25 °C foi conservado por até 90 dias
em temperatura de 2 °C a 8 °C devidamente fechados e identificados em estante

metalica.
4.4.2 Meio de cultura Agar-peptona

O meio de cultura Agar-peptona foi preparado no préprio laboratério utilizando-se
como base equivalente a composicdo do meio PCA sem a fragdo de glicose e a
substituicao da fonte proteica pela peptona bacterioldgica. O preparo foi efetuado com a
pesagem de 2,0 g de peptona e 1,4 g de agar, ambos em po, misturados e hidratados
cada um em 50 mL de agua destilada em erlenmeyer de 100 e 250 mL respectivamente.

O erlenmeyer contendo o agar hidratado foi mantido sob agitagdo branda com
aquecimento até fundir completamente em uma solugdo de coloragdo amarela
translucida. Em seguida, foi adicionada a solugdo de peptona a 2% e agitada
brandamente até completa homogeneizagao do meio totalizando o volume final de 100
mL.

Apos completa solubilizagdo, 10 mL da solugao foram transferidos para tubos de
ensaio com rosca utilizando-se de pipeta graduada. Os meios de cultura foram
esterilizados em autoclave com calor umido a 121 °C por 15 minutos.

O meio de cultura peptona-agar foi conservado por até 90 dias em temperatura de

2 °C a 8 °C devidamente fechados e identificados em estante metalica.
4.5 Langamento de amostra coletada pelo método de Pour Plate

A amostra coletada de agua bruta superficial da nascente foi langada pelo método
em profundidade ou pour plate para obtencéo de col6nias isoladas em placa de Petri.

Na placa foi inoculada 1 mL da amostra de agua bruta superficial e,
simultaneamente adicionado o meio PCA previamente fundido a 44 °C - 46 °C.
Imediatamente apdés o langamento realizou-se uma homogeneizagdo por meio de
movimento delicado (em forma de oito e repetido 10 vezes) para completa distribuigao
da amostra no meio de cultura e aguardada a solidificagdo das placas (adaptado de
Tortora; Funke; Case, 2017).
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As placas solidificadas, em ftriplicata, foram levadas para estufa bacteriolégica a
35 °C invertidas e mantidas nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h para avaliagdo do

crescimento das colénias bacterianas heterotroficas de interesse.
4.5.1 Isolamento das colonias de Chromobacterium violaceum

As colbnias bacterianas no meio de cultura PCA apresentando coloragao violeta
foram isoladas e transferidas por esfregago com alca de platina ou bacteriologica através
da técnica de espalhamento ou spread plate para trés placas de Petri contendo meio PCA
solidificado, previamente preparado e na temperatura ambiente para o esfregago. As
placas foram mantidas em estufa bacteriolégica por até 72 horas para o crescimento de

colbnias de C. violaceum.
4.6 Manutengao das colonias de Chromobacterium violaceum

A manutencdo das colénias de C. violaceum foi realizada pelo método de curto
prazo, ou seja, pelo repique continuo a cada 96 h a 168 h das colénias em meios de
cultura sélidos (PCA e Agar-peptona), previamente preparados, em temperatura
ambiente por meio de esfregagos através da técnica de espalhamento com alga
bacteriolégica em triplicatas mantidas em estufa bacterioldégica a 35 °C durante todo o

periodo experimental.

4.7 Coloragao de Gram

A coloracdo de Gram foi preparada em lamina (triplicata) a partir da coldnia
bacteriana em estudo, sendo o esfregago delgado, homogéneo e fixado.

A lamina com esfregaco foi adicionada o corante Violeta Genciana Funicada,
aguardado um minuto e lavado rapidamente em agua destilada. Em seguida, foi
adicionada a solu¢do de Lugol, aguardado um minuto e lavada em agua destilada. Na
sequéncia, foi gotejado na lamina o alcool absoluto e mantido por 15 segundos, lavado
em agua corrente e rapidamente adicionado o contra-corante Fucsina Fenicada de Gram
mantido por 30 segundos, lavada a lamina em agua destilada e secada cuidadosamente

em papel absorvente (Nogueira; Miguel, 2009; Tortora; Funke; Case, 2017).
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As laminas preparadas com a coloracdo de Gram receberam laminulas e foram

avaliadas em microscopio optico com 6leo de imersdo em objetiva de 100x.
4.8 Preparo dos meios de congelamento

Os meios de congelamento foram preparados para avaliagcdo das condigdes de
armazenamento sob refrigeragao a -20 °C pelo método de médio prazo (Sola et al., 2012),

sendo avaliados dois meios de congelamento descritos a seguir.
4.8.1 Meio de congelamento (M1)

O meio de congelamento (M1) foi preparado a partir de trés solugdes, sendo elas
descritas a seguir:
A) Solugao | — Meio peptona bacteriologica

Essa solugao foi preparada conforme especificagdo do fabricante com a pesagem
de 2,0 g de po e hidratagdo em 100 mL de agua destilada.
B) Solugao Il — Glicerol

Essa solugao foi preparada no volume de 10 mL partindo de 4 mL de glicerol p.a.
para cultura de células adicionado a 6 mL de agua destilada.
C) Solugao Ill — Soro

Essa solugéo foi preparada com 2 mL de soro estéril obtido a partir de sangue
humano recém-colhido de doador voluntario (prépria autora), sem uso de heparina,
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos e extraido da fracado de soro.

As solugdes | e Il foram autoclavadas e a solucdo Il foi preparada préxima a
finalizagdo do preparo do meio de congelamento.

O meio de congelamento final foi preparado com a seguinte composi¢ao: 8 mL da
solucao | + 10 mL da solugao Il + 2 mL de soro contemplando 20 mL de volume total com

glicerol a 20%.
4.8.2 Meio de congelamento (M2)

O meio de congelamento (M2) foi preparado conforme método descrito no item

4.8.1 sem o soro e com a redugao na concentragao do glicerol para 10%.
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O meio para congelamento foi preparado a partir de duas solugdes, sendo elas:
A) Solugao | — Meio peptona bacteriologica
Essa solugao foi preparada conforme especificagdo do fabricante com a pesagem
de 2,0 g de pd e hidratagdo em 100 mL de agua destilada.
B) Solugao Il — Glicerol
Essa solugao foi preparada no volume de 10 mL partindo de 4 mL de glicerol p.a.
para cultura de células adicionado a 6 mL de agua destilada.
As solucgdes | e Il foram autoclavadas.
O meio para congelamento final foi preparado com 7,5mL da solugéo | + 2,5mL da

solucéo Il contemplando 10 mL de volume total com glicerol a 10%.
4.9 Preparo de amostras congeladas de Chromobacterium violaceum

O preparo das amostras de C. violaceum para congelamento foi adaptado de
Oliveira et al. (2023). Em tubos cénicos do tipo Falcon, previamente identificados, foram
adicionados 5 mL de cada meio de congelamento (M1 e M2) em duplicatas. Em cada
tubo contendo o meio de congelamento foi solubilizado todo o material de crescimento
bacteriano proveniente da raspagem das colénias de C. violaceum com alca
bacteriolégica das placas de Petri mantida em estufa a 35 °C.

Os tubos conicos contando o meio de congelamento e as bactérias C. violaceum
foram levados para centrifugacao a 3200 rpm por dez minutos para a formacgao de pellets.
O sobrenadante foi removido com pipeta automatica e adicionado 10 mL de cada meio
de congelamento com a ressuspensao bacteriana. Apos a total ressuspensdo, uma
aliquota de 1 mL de cada meio foi transferida para criotubos graduados esterilizados e
previamente identificados.

Os criotubos de C. violaceum nos meios de congelamento M1 e M2 foram
mantidos em geladeira (2°C a 8 °C) por 15 a 20 minutos para resfriamento inicial, em
seguida para refrigeragao a -20 °C, sendo mantidas sob esta condi¢gao pelo prazo total
de trés a seis meses.

Para quantificacdo estimada do numero de bactérias C. violaceum no indculo de
congelamento, foi retirada da amostra, diluida na proporgéo de 1:1000 e cultivada em

meio PCA por 24 horas a 35 °C por plagueamento, para contagem do numero de
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Unidades Formadoras de Col6nias/mL (UFC/mL) viaveis, tendo-se obtido a concentragéo

de 17 X 10° UFC/mL presentes nas amostras congeladas em ambos os meios.

410 Processo de descongelamento, analise da viabilidade da Chromobacterium

violaceum e expressao de violaceina

O processo de descongelamento foi adaptado de Oliveira et al. (2023). Uma
amostra de cada um dos meios de congelamento M1 e M2 foi avaliada, em intervalo de
60 dias com analise da viabilidade de recuperacdo e crescimento da C. violaceum e,
também da produgdo e expressao de violaceina, ou seja, da presenca de pigmentagao
violacea nas colbnias bacterianas.

Cada amostra foi descongelada de forma rapida em banho-maria a 35°C, sendo
totalmente transferida para tubo cénico do tipo Falcon identificado, lavado com 10 mL de
solugdo de NaCl 0,9% (pH 7,0), homogeneizado e centrifugado a 3200 rpm por dez
minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido com 3 mL de NaCl
0,9%. Aliquotas de 200uL forma transferidos para placas de Petri em duplicatas pelo
método de profundidade com meios de cultura PCA e Agar-peptona. Sequencialmente,
outras placas de Petri, em duplicata, contendo os mesmos meios de cultura solidificados
(PCA e Agar-peptona) foram semeados pelo método de espalhamento com alga
bacterioldgica.

Todas as placas contendo as amostras semeadas forma mantidas em estufa
bacteriolégica a 35°C. A viabilidade bacteriana e crescimento das culturas, assim como
a expressao de violaceina foi avaliada pelo padréao de crescimento nos tempos de 24 h,
48 h e 72 h, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e crescimento de coldnias bacterianas violaceas a partir de amostra

de agua bruta superficial

Na atualidade, a contaminagao do meio ambiente com metais pesados é de suma
relevancia e, dentre os diversos métodos descritos na literatura, a biorremediagao € uma
das mais estudadas. Nesse aspecto, uma gama de bactérias Gram negativas tem seu
potencial biorremediador avaliado, entre elas citam-se, principalmente, a
Chromobacterium violaceum e a Serratia marscences.

A Chromobacterium violaceum é uma bactéria pertencente a familia Neisseriacea
(Antunes, 2010), amplamente descrita na literatura, em especial quanto ao potencial de
biorremediacéo de metais pesados e nas multiplas aplicagdes biotecnoldgicas, industriais
e farmacéuticas (Alencar, 2016; Lima-Bittencourt, 2007).

A C. violaceum é uma beta-proteobactéria, de vida livre, Gram negativa e saprofita
encontrada em solo e agua nos mais diversos ambientes pela alta capacidade de
adaptabilidade e sobrevivéncia, tornando-a o maior componente da microbiota nos
ecossistemas tropicais (Lima-Bittencourt, 2007).

No Brasil, a C. violaceum é encontrada com facilidade em trés ecossistemas,
Floresta Amazobnica, Cerrado e Floresta Atlantica (Grangeiro et al., 2004; Lima-
Bittencourt et al., 2007). Seu isolamento ocorreu nos bancos de areia do Rio Negro, na
regiao Amazonica e em rios e solos do Parque Nacional da Serra do Cipé (MG) de acordo
com Alencar (2016). Diante dessa ampla distribuigdo, a obtengado de cepa selvagem de
C. violaceum a partir de agua bruta superficial em nascente no municipio de Jacarei (SP)
foi favorecida contribuindo para garantir a amostragem.

De acordo como Guia Nacional de coleta e preservagao de amostras da Agéncia
Nacional das Aguas (ANA), a coleta de amostras de agua superficial é aquela que ocorre
entre 0 e 30 centimetros (cm) da lamina de agua em duplicata (BRASIL, 2011). No
presente estudo, a coleta de amostras de agua bruta foi realizada na sub-superficie da

l&amina d’agua a uma profundidade de 30 cm.
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A coleta de amostras em nascente no municipio de Jacarei (SP) foi realizada nos
periodos seco e chuvoso com temperaturas similares, obtendo-se resultado positivo para
o crescimento de colbnias individuais com coloragao violeta nas amostragens de ambos
0os periodos, contudo evidenciando maior crescimento de colbénias na amostragem
realizada no periodo chuvoso. O mesmo pode ser encontrado no estudo de Alencar
(2019), onde a cepa selvagem da bactéria C. violaceum foi isolada e identificada em
amostras colhidas no periodo chuvoso em reservatorio no semiarido do Rio Grande do
Norte, demonstrando assim, que essa condi¢cao favorece o isolamento dessa cepa
bacteriana em amostras de agua. Além das cepas selvagens foi utilizada também a cepa
padrao da C. violaceum (ATCC 12472) nos estudos de bioprospec¢cdo para a
biorremediac&o de metais como ferro, manganés e zinco.

A maioria dos estudos realizados na literatura com a C. violaceum utilizam a cepa
padrao comercialmente disponivel pela American Type Culture Collection (ATTC), a qual
possui 0 sequenciamento completo do genoma quando aplicado nas areas de pesquisa
em gendmica e protedbmica.

Para o isolamento e crescimento bacteriano das colénias de interesse, o meio de
cultura PCA foi escolhido por ser um meio seletivo e rico em nutrientes que fornece
condicOes ideais para o crescimento de colbnias bacterianas heterotroficas, como a da
C. violaceum, nao exigente em termos de fonte energética para o seu desenvolvimento,
apesar da ampla utilizagdo do meio Lauri Bertani (LB) nesse cultivo (Antunes, 2010;
Kumar, 2022; Oliveira, 2005; Pitlovancic et al.,2008). Ja no trabalho de Alencar (2019),
as colbnias com aspecto indicativo de C. violaceum, com coloracao violeta, obtida de
amostras de agua foi sub-cultivada em Agar nutriente a 35 + 2 °C por 24 horas.

No presente estudo, as placas de cultura foram mantidas em estufa bacteriolégica
a 35 °C por até 72 horas. A temperatura de 35 °C foi determinada para este estudo, pois
de acordo com Lacerda, Duarte e Fernande (2016), essa temperatura encontra-se dentro
da faixa ideal, entre 20 °C e 37 °C, para o crescimento da cepa bacteriana de C.
violaceum. O resultado obtido apds 48 h de incubacado a temperatura de 35 °C foi o
crescimento de coldnias bacterianas isoladas de coloragao violeta indicativas de C.

violaceum apontadas pelas setas vermelhas nas Figuras 7 (A e B).
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Figura 7 — Crescimento de colénias bacterianas violaceas individuais a partir de amostra de agua bruta
superficial em meio de cultura PCA, apos 48 h em cultivo a 35 °C. (A) - Amostra coletada em periodo
chuvoso e (B) - Amostra coletada em periodo seco. (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).

As colbnias de aparéncia cremosa e com coloracao violeta estdo presentes em
meios de cultura sdlidos associado com a sintese do pigmento violaceina, metabdlito
secundario produzido pela cepa bacteriana C. violaceum como sua principal
caracteristica (Alencar, 2017). O pigmento violaceina (violeta escuro) é um derivado L-
triptofano, proveniente da ativagdo génica especifica regulada via quorum sensing (QS)
na C. violaceum e que pode ser considerada como parte estratégica na manutengao de
vida da colbnia bacteriana (Dimitrova, Damyanova, Paunova-Krasteva, 2023; Thornhill et
al., 2017).

O processo de quorum sensing, comum em bactérias Gram negativas, pode ser
entendido como um sistema regulatério auto indutivo com a capacidade de controlar a
densidade populacional de microrganismos, além de outras variaveis de carater
fisiologico e fenotipico por meio de uma sinalizagéo bioquimica intracelular de baixo peso
molecular (auto indutores) e que também sao secretados para o meio extracelular. A
presenca de moléculas sinalizadoras ligadas ao QS confere indugdo na produgao de
violaceina e, essa forma de sinalizagdo celular pode ser influenciada por flutuagdes
ambientais como diferencas de pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, entre
outros (Oliveira, 2005).

Das colénias individuais de coloragdo violeta no meio de cultura PCA (Figuras 7A
e B) procedeu-se a propagacgao para meio de cultura sélido (PCA) fresco através da

técnica de espalhamento ou esfregaco com alga bacteriologica, as placas de cultura
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foram mantidas em estufa bacteriolégica a 35 °C e denominadas como primeira
passagem (P1). O resultado observado na P1, apds 48 h em estufa, foi o crescimento de
colbnias bacterianas violetas com aparéncia cremosa (Figura 8), indicativo de colonias
de C. violaceum podendo ser comparada com a Figura 3B (presente no item 3.4.2) e
amplamente descrita na literatura como colbnias violetas lisas em meios laboratoriais

comuns (Dimitrova, Damyanova, Paunova-Krasteva, 2023).

Figura 8 — Primeira passagem (P1) das colbnias isoladas apds repique por espalhamento e crescimento
da C. violaceum em meio de cultura PCA, apés 48 h em cultivo a 35 °C. (Fonte: elaborado pelo autor,
2024).

5.2 Manutencgao da linhagem de Chromobacterium violaceum

O método de manutengao a curto prazo por meio da repicagem continua também
conhecido como sub-cultivo € um método simples e tradicional que leva em consideracao
0 repique para novo meio de cultura com intervalo condizente e definido para o
microrganismo em estudo e a transferéncia deve ser realizada antes que o substrato do
meio seja completamente utilizado pela bactéria, ou entéo, que se desidrate e, diante da
constante manipulagdo pode contribuir com a perda de caracteristicas genéticas
decorrente de mutagdes (Sola et al., 2012).

No presente estudo, as col6nias individuais de C. violaceum foram mantidas a
curto prazo por meio de requipes continuos da cepa primaria selvagem em meios de
cultura solidos (PCA e Agar-peptona) até a passagem 10 (P10) mantidas sob as mesmas
condicdes experimentais. Cada repique, em triplicata, nos meios sélidos PCA e Agar-

peptona foi armazenado em estufa bacterioldgica a 35 °C e sub-cultivada a cada 96 h a
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168 h. Durante o periodo de cultivo e manutencéao foi realizada observagao diaria das
condi¢des de crescimento bacteriano nas placas de cultura sendo, a partir disso, definido

o melhor periodo para a transferéncia por repique, de acordo com Sola et al. (2012).

Figura 9 — Repique por esfregaco para manutencéo das colbénias da C. violaceum a curto prazo em
meios de cultura solidos apds 96 h em cultivo a 35 °C. (A) - Segunda passagem (P2) e (B) — Quarta
passagem (P4). (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).

Neste estudo foi observado que a coloragéo violacea correspondente ao repique
de segunda passagem (P2), Figura 9A, mostrou-se um pouco menos intensa quando
comparada com a P1 (Figura 8). O mesmo foi encontrado no trabalho de Lima-Bittencourt
(2007) que constatou variagdes na intensidade da pigmentacéo violeta do estagio inicial
ao longo das sub-culturas do isolado de C. violaceum. O padrédo de variagdo na
intensidade da coloragéao violeta das col6nias de C. violaceum também foi observado a
partir do repique da quarta passagem (P4) ilustrado pela Figura 9B quando comparada
com os estagios iniciais, possivelmente, em decorréncia de mudangas na regulagao da
expressao génica responsavel pela sintese do pigmento violaceina, o que pode ser
esperado, pois se sabe que taxas de mutacdes espontaneas em bactérias sdo elevadas
(Abreu; Tutunji, 2004).

Outro aspecto acerca dessa variabilidade na expressao e intensidade do pigmento
violaceina foi relatado em Kumar (2022) podendo advir da regulacdo via QS, de
ocorréncia natural e caracteristica de bactéria Gram-negativas, como mecanismo de
comunicagao entre as células bacterianas por meio de moléculas auto-indutoras
secretadas no meio ambiente. Na C. violaceum, o QS é mediado por genes homologos

que regulam uma variedade de fendtipos, tais como o pigmento violaceina, a viruléncia e
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a formacéo de biofilme, os quais sdo mecanismos adaptativos e de competicao entre
multiplas espécies presentes no meio ambiente, principalmente, quando os nutrientes
séo limitados (Hungria et al., 2004; Kumar, 2022; Pitlovancic et al., 2008).

E, por fim, a possivel ocorréncia de sutis alteragdes ou variagdes nas condigdes
experimentais controladas, na condicdo de aerobiose e naquelas menos adversas ou
mais favoraveis do que as encontradas no meio ambiente, bem como pelas sucessivas
manipulag¢des da cepa durante o curto periodo de propagacéo e manutengao da linhagem
bacteriana em meios de cultura sélidos também puderam contribuir para explicar a
variacao ocorrida na intensidade da coloracéao violeta nas colénias de C. violaceum, além

das supracitadas.
5.3 Avaliagdo dos meios de cultura sélidos PCA e Agar-peptona

No presente trabalho foi proposta a avaliagdo de dois meios de cultura sdlidos:
PCA e Agar-peptona para o crescimento e manutengéo das col6nias de C. violaceum a
curto prazo.

Antunes (2006) estudou treze linhagens de C. violaceum que foram cultivadas em
diferentes meios de cultura e o Luria Bertani (LB), frequentemente utilizado contendo
fonte proteica (triptona ou peptona) em sua composi¢cdo, dentre outros avaliados,
apresentou o melhor resultado quando suplementado com glicose que € utilizada como
principal fonte de energia. Além disso, foi relatado o crescimento tanto de col6nias
brancas quanto violetas a depender da linhagem. Sendo assim, os resultados positivos
obtidos no presente estudo confirmam a possibilidade de cultivar e manter por repiques
continuos a cepa selvagem de C. violaceum preservando a coloragéo violeta nos meios
PCA e Agar-peptona (Figuras 10 - A e B) em substituicdo ao meio LB sem apresentar
diferencas significativas, principalmente entre os meios propostos mesmo na passagem
9 (P9).
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Figura 10 — Crescimento é manutengdo das colbnias de C. violaceum com pigmentagdo violacea em
nona passagem (P9), apos 96 h de cultivo a 35 °C. (A) — Meio de cultura sélido PCA e (B) -Meio de
cultura sélido Agar-peptona. (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).

No mercado existe uma diversidade de meios de cultura disponiveis para atender
a diferentes condi¢des exigidas pelos microrganismos que favoregam o seu crescimento.
Na literatura, o meio de cultura LB é amplamente utilizado para o crescimento das
colénias de C. violaceum, sendo constituido por cloreto de sédio, agar, extrato de
levedura e uma fonte proteica como a peptona ou triptona fornecendo os nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento. Outro meio de cultura, o Agar-caldo médio (Agar-
Broth medium) constituido por extrato de carne e peptona foi descrito para o crescimento
de cepa liofilizada de Chromobacterium violaceum Bergonzini (ATCC 12472™) adquirida
comercialmente pelo banco de células bacterianas da ATCC conforme instrucdes
proprias.

Apesar de outros meios de cultura serem utilizados, no presente estudo constatou-
se o crescimento positivo da C. violaceum em ambos os meios de cultura propostos: no
PCA, comercialmente disponivel, contendo glicose ou dextrose em sua composi¢ao e no
Agar-peptona preparado no laboratério, o qual contém apenas fonte proteica, isso em
razao dessa bactéria heterotréfica ndo ser exigente em termos de fonte de energia.
Importante ressaltar que em condicdo aerdbia a C. violaceum utiliza agucares como
frutose, galactose, ribose e glicose e, ainda é capaz de utilizar lipideos e aminoacidos
como suplementos energéticos (Casagrande, 2022; Oliveira, 2005). Dessa forma, os dois

meios de cultura sélidos, PCA e Agar-peptona, meios simples e de facil preparagao,
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utilizados no presente estudo forneceram os nutrientes essenciais para o crescimento da

Chromobacterium violaceum.
5.4 Coloragao de Gram

A coloracdo de Gram €& um método classico e direto para determinar
diferencialmente se as cepas bacterianas em estudo se classificam como Gram positivas
ou Gram negativas. De forma resumida, as bactérias classificadas como Gram positivas
apresentam uma parede celular formada por uma camada espessa de peptideoglicanos,
a qual ira reter os cristais formados pelo complexo violeta-iodeto (dos compostos corante
Violeta Genciana Funicada e Lugol utilizados na colorag&o) resultando em coloragao
roxa/violeta ou Gram negativas, que apresentam uma fina camada de peptideoglicanos
em sua parede recoberta por lipopolissacarideos, a qual ndo € capaz de reter os cristais
formados, resultando na coloracdo rosa/vermelho em fungdo da contra coloragcdo por
Fuscina funicada (Tortora; Funke; Case, 2017).

A observacgao da coloracéo final obtida na lamina foi vista sob microscdépio 6ptico
na objetiva de imersédo de 100x.

Dentro do presente estudo, as laminas com esfregagco de C. violaceum na
passagem inicial, coradas conforme o método descrito no item 4.7 foram visualmente
avaliadas no microscépio Optico resultando em uma coloragdo rosacea (Figura 11),
compativel com Gram negativo e condizente com a classificagcao presente na literatura e
na ATCC.
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Figura 11 — Coloragdo de Gram da C. violaceum em objetiva de imersao de 100x apresentando
coloracao rosacea. (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).

Outro meio para se identificar a cepa bacteriana em estudo e classifica-la como
Gram negativa foi descrita por Alencar (2016), onde isolados bacterianos foram
submetidos a identificacdo pelo sistema automatizado VITEKIl sendo suspensas em
solugao salina estéril em tubo de ensaio, com turvacao correspondente a 0,5 na escala
de MacFarland. Na sequéncia, procedeu-se com a identificagdo automatizada das cepas
isoladas apds sua inoculagdo em cartelas plasticas especificas, destinadas a
identificacdo de bacilos Gram negativos.

Além disso, em Alencar (2020) e Pitlovancic et al. (2008), o pigmento violaceina
foi isolado e lido por absorbancia em espectrofotometria, pois possui elevado coeficiente
de extingdo molar (e= 1,7.10* Lmol.cm'') em comprimento de onda (A) de 570 nm
possibilitando uma inferéncia indireta para identificagdo da cepa bacteriana, em fungao

desse pigmento ser expresso pela Chromobacterium violaceum.
5.5 Congelamento de amostras de Chromobacterium violaceum

Como cada microrganismo apresenta peculiaridades intrinsecas, a escolha da
forma de manutencdo a médio e longo prazo deve basear-se na avaliagdo das
caracteristicas fenotipicas, no comportamento de cada espécie frente aos métodos de
preservacao, bem como nas vantagens e desvantagens de cada método buscando-se

simplicidade, n&do requerimento de equipamentos sofisticados, baixo custo, rapidez de
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execucgao e elevado grau de eficiéncia (Abreu; Tutunji, 2004; Oliveira et al., 2023; Sola et
al., 2012).

A criopreservagao é uma técnica de preservagao a longo prazo muito eficiente,
podendo manter viavel por anos os microrganismos em temperaturas baixas (entre -20
°C (freezer) e -196 °C (nitrogénio liquido)). Nessa técnica utiliza-se crioprotetores,
moléculas de baixo peso molecular e alta solubilidade em meio aquoso, que s&o
adicionados ao meio com a funcgéo de evitar a formagao de cristais de gelo decorrente do
congelamento protegendo a célula bacteriana de possiveis danos a parede celular. Os
principais crioprotetores intracelular ou penetrante sao o glicerol, metanol, etilenoglicol e
dimetilsulféxido (DMSO) (Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012). Em Oliveira et al. (2023)
relatou-se que as bactérias Gram negativas foram estocadas em caldo Brain Heart
Infusion acrescido de glicerol (20%) e mantidos em freezer a -20 °C por quatro anos.
Ap0ds esse periodo a viabilidade foi avaliada a partir da reativacdo das cepas em meio de
cultura solido (Mdiller Hinton) e a confirmagao pelo crescimento de colénias nas placas.
A taxa de viabilidade para bactérias Gram negativas foi de 84,5%.

Neste trabalho, as amostras isoladas de C. violaceum foram preparadas para
congelamento conforme protocolo descrito no item 4.9. O resultado do processo de
centrifugacao foi a formagéo de pellets bacterianos violeta antes da ressuspensao
realizada com os meios de congelamento propostos M1 contendo em sua composigao
glicerol 20% e soro (Figura 12A) e M2 constituido por glicerol 10% (Figura 12B). Ao final
do procedimento, os criotubos contendo as amostras foram congelados a temperatura de

-20 °C considerando-se o0 método de manutencédo de médio prazo por 3 a 6 meses.
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Figura 12 — Pellets formados da C. violaceum em meios de congelamentos apds centrifugagéo. (A) - M1
com glicerol 20% e (B) - M2 com glicerol 10%. (Fonte: elaborado pelo autor, 2024).

Em razado do processo de centrifugacdo das amostras de C. violaceum para a
formacéo dos pellets observou-se a presenga de uma coloragao violeta no sobrenadante
em razao da presenca do pigmento violaceina solubilizada no meio de congelamento.
Isso pode ser considerado, pois a violaceina € um pigmento soluvel em alcoois como o
etanol e, consequentemente, o glicerol conforme descrito em Antunes (2010).

O glicerol € um crioprotetor amplamente utilizado por ter um custo relativamente
baixo, ser eficaz e bioquimicamente compativel com estruturas celulares e ser menos
toéxico do que outros crioprotetores. Estudos recomendam que a concentragdo segura
seja de 10% a no maximo 20%, pois acima pode ser nocivo aos microrganismos (Abreu;
Tutunji, 2004; Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012).0 glicerol utilizado nos meios de
congelamento propostos no presente estudo nas concentragdes de 10% (M2) e 20% (M1)
atendem ao descrito na literatura, além disso, pode ter contribuido para a solubilizacéo
parcial do pigmento violaceina no sobrenadante e, possivelmente ndo gerando
interferéncia direta no processo de congelamento.

Durante o processo de congelamento é importante considerar o ponto de
equilibrio, ou seja, o tempo de exposi¢cao da célula bacteriana ao agente crioprotetor
antes do congelamento devendo ser em torno de 15 minutos e n&o ultrapassando 45 a
60 minutos devido a toxicidade oferecida pelo crioprotetor em temperatura ambiente
(Abreu; Tutunji, 2004), sendo respeitado durante o procedimento experimental.

Outro ponto relevante é que a correta preservacao das cepas bacterianas se torna

fundamental para evitar contaminacbes e mutacdes, podendo levar a perda das
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caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e genéticas das bactérias, além de manter a
viabilidade celular bacteriana (Castro et al., 2020; Sola et al., 2012).

Portanto, o meio de congelamento a médio/longo prazo permite que a linhagem
selvagem de C. violaceum obtida em nascente no municipio de Jacarei-SP e isolada
possa fazer parte de um Banco de Culturas do laboratério de Microbiologia da Instituicdo
de Ensino Superior (FATEC Jacarei — Prof. “Francisco de Moura”), de tal monta a
possibilitar que trabalhos sejam desenvolvidos em diferentes frentes, processos e

aplicagdes biotecnoldgicas.

5.6 Descongelamento, andlise da viabilidade da Chromobacterium violaceum e

expressao de violaceina

O descongelamento de duas amostras de C. violaceum sob temperatura de -20 °C
nos meios de congelamento M1 (glicerol 20%) e M2 (glicerol 10%) foi realizado ap6s um
periodo de 60 dias, conforme protocolo descrito no item 4.10.

Durante os processos de congelamento e descongelamento pode ocorrer
crioinjuria ou lesao celular, processo letal relacionado a formagao de extensos cristais de
gelo intracelular capazes de alterar as estruturas da membrana plasmatica, além de
modificar o fluxo de agua para o meio extracelular (desidratacdo) e aumentar a
concentragao intracelular de solutos, principalmente, na auséncia de agentes
crioprotetores (Sola et al., 2012).

Algumas variantes devem ser consideradas na recuperagdo das amostras
congeladas, tais como a temperatura de incubagéo, pH, composi¢cao do meio de cultura
utilizado para o cultivo e recuperagao da amostra, além da técnica utilizada no momento
de descongelamento (Oliveira et al., 2023; Sola et al., 2012).

O descongelamento das amostras criopreservadas no presente estudo foi
realizado em banho maria a 35 °C, em consonancia com os resultados encontrados em
Oliveira et al. (2023) e Sola (2012) que relataram acerca do descongelamento rapido em
banho-maria a 37 °C parecer ser mais eficaz para a restauracdo das amostras quando
comparada ao processo lento em temperatura ambiente e, em contrapartida, outro estudo
recomenda o descongelamento a temperatura ambiente (Brumano et al., 2011). Portanto,

parece ndo haver um consenso quanto ao processo de descongelamento a ser utilizado,
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rapido ou a temperatura ambiente, para a restauracdo e viabilidade das amostras
bacterianas criopreservadas.

Neste estudo, apds o descongelamento rapido das amostras criopreservadas de
C. violaceum dos meios de congelamento M1 (Figura 13A) e M2 (Figura 13B), foi
realizada semeadura por espalhamento, em triplicata, nas placas com meios de cultura
PCA (Figuras 13 — A1; B1) e Agar-peptona (Figuras 13 — A2; B2), cultivadas em estufa
bacteriologica a 35 °C por até 72 h para avaliagao da recuperagéo e crescimento das

colonias de C. violaceum.

Figura 13 — Descongelamento de amostras dos meios de congelamento. (A) - M1 e (B) - M2 de C.
violaceum, apos 60 dias de criopreservagéo (-20 °C). Semeaduras por espalhamento nos meios de
cultura PCA (A1; B1) e Agar-peptona (A2; B2), apds 72 h em cultivo a 35 °C. (Fonte: elaborado pelo
autor, 2024).

A viabilidade bacteriana consiste na capacidade de reprodugéo e crescimento das
culturas (Abreu; Tutunji, 2004) e o resultado experimental obtido foi positivo para as

amostras descongeladas dos dois meios de congelamento propostos, M1 e M2, apos
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72 h em cultivo a 35 °C nao havendo diferencgas significativas quanto a viabilidade das
colénias de C. violaceum, apesar da ndo expressao significativa visualmente detectada
do pigmento violaceina. As duas concentragdes de glicerol 10% e 20% utilizadas nos
meios de congelamento deste estudo foram capazes de preservar e favorecer a
manutencdo da viabilidade celular pela minimizagdo da crioinjuria. Esse resultado foi
observado pela recuperagéao e crescimento de colénias bacterianas de aspecto cremoso
liso, porém esbranqui¢cada devido a n&o visualmente significativa produc&o de violaceina
que confere coloragao violeta as colbénias, caracteristica marcante dessa cepa bacteriana
(Figuras 13 - A e B).

Na literatura, Antunes (2010) relata a possibilidade de existéncia de linhagens ou
variantes que n&o produzam o pigmento violaceina e, também linhagens n&o-
pigmentadas que representam apenas 9% do total existente no meio ambiente sendo,
portanto, raras.

Na avaliagcado do descongelamento dos isolados preservados a -20 °C em meio de
cultura solido nao foi detectada visualmente a expressao significativa da pigmentagao
violeta tipica da C. violaceum, possivelmente, em fungdo de alguma mudanca fisiolégica
ocasionada por interferéncia durante o processo de criopreservacao, da temperatura de
retomada do cultivo e/ou choque de temperatura inerente ao préprio processo, entre
outros. Oliveira (2005) relata em seu estudo que a C. violaceum produz o pigmento
violaceina sob condigdes de aerobiose quando a temperatura do meio estiver em torno
de 30 °C e na presencga de acgucares simples e glicerol como fontes de carbono que
favorecem a produgdo de metabdlitos secundarios em bactérias, bem como no estudo
de Pitlovancic et al. (2008). Assim, a aplicacdo da temperatura de 35 °C no presente
estudo, apds o processo de congelamento e descongelamento, também pode ser um
fator dentro da faixa ideal considerada pela literatura para o crescimento da C. violaceum
e na expressao/producao do pigmento violaceina. Apesar disso, os estudos na literatura
nao apresentam um consenso acerca da faixa ou da temperatura mais favoravel a

producao de violaceina apos criopreservagao de linhagens selvagens de C. violaceum.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante da atual problematica de contaminagcdo do meio ambiente com metais
pesados e suas implicagdes na saude dos seres vivos, a biorremediagédo utilizando a
bactéria Chromobacterium violaceum tem-se tornado mais evidente por suas
caracteristicas fenotipicas de resisténcia e adaptabilidade frente a esses elementos
quimicos, possibilitando diversas aplicagdes biotecnolégicas.

Os resultados observados nesse estudo mostram-se promissores, quanto ao
isolamento de uma cepa primaria selvagem de C. violaceum a partir de amostra de agua
bruta em nascente no municipio de Jacarei (SP) conferindo, assim, a possibilidade de
novas amostragens, além do cultivo em meio comercialmente disponivel, da manutengao
por criopreservacao e da viabilidade bacteriana pds-descongelamento, sumarizadas a
sequir:

e O crescimento e isolamento de colbnia individual de coloragdo violacea no meio
de cultura PCA foi mais favoravel na amostragem realizada no periodo chuvoso;

e Os meios de culturas sélidos PCA e Agar-peptona demonstraram-se funcionais
para o crescimento e manutencao da C. violaceum;

e A manutengdo de coldnias de C. violaceum a curto prazo por meio de requipes
continuos mostrou-se um método viavel e mantenedor das principais
caracteristicas bacterianas;

e Os meios de congelamento M1 e M2 ndo mostraram diferengas significativas,
sendo eficientes na manutencdo da viabilidade da cepa primaria selvagem de C.
violaceum,

e O método de descongelamento apresentou-se satisfatério quanto a recuperagao
da viabilidade bacteriana, contudo ndo houve a expressao visualmente detectavel
do pigmento violaceina durante o periodo de cultura estabelecido neste estudo e
nos meios de cultura solidos utilizados.

Considerando-se a relevancia e potencial deste estudo, futuras propostas

experimentais podem vir a dar continuidade a padronizacdo do processo de
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criopreservacao da C. violaceum, de tal monta a favorecer a expressao e produgéo do
pigmento violaceina pos-descongelamento.

E, por fim, que as amostras criopreservadas da cepa selvagem de C. violaceum
constituam um banco de material bacteriano disponivel para a Faculdade de Tecnologia
de Jacarei — Prof. Francisco de Moura, vindo a contribuir para o desenvolvimento de
projetos tecnologicos na area de biorremediacdo de metais pesados toxicos ao meio

ambiente.
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