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RESUMO 

O aumento da população e o crescimento industrial acelerado tem contribuído para a 

degradação ambiental através de despejo de resíduos sólidos e líquidos contaminados com 

metais pesados. A remoção destes poluentes do ambiente pode ser realizada por vias 

biológicas, a bioremediação. O isolamento de microrganismos de áreas contaminadas pode 

facilitar a seleção de agentes despoluidores eficientes para os estudos de bioremediação. O 

sucesso de um projeto de bioremediação de áreas contaminadas com metal pesado dependerá 

inicialmente do isolamento e seleção de microrganismos ou de um consórcio de 

microrganismos eficientes na degradação da molécula. Este trabalho tem como objetivo isolar 

e identificar microrganismo de solo contaminado por Zinco e Chumbo, na cidade de Barra 

Mansa, RJ, oriundos de rejeitos indústriais contaminados, para serem utilizados na 

biorremediação. A avaliação da capacidade de crescimento a altas concentrações de Zinco e 

Chumbo foram realizada em meio Caldo Nutriente acrescido com Pb e Zn com as bactéria 

isolada e previamente selecionada. As variáveis estudadas foram pH, temperatura e fontes de 

carbono (glicose, sacarose, lactose e frutose), por um periodo de 72 horas de cultivo.  A 

identificação de metais traços presentes no solo foi realizada através da espectrofotometria de 

absorção atômica. Para a identificação do microrganismo foram realizados testes bioquímicos, 

tais como, Coloração de Gram, Triple Sugar Iron Agar, Teste do Citrato, Urease, Catalase, 

Indol, Metil Red, Voges-Proskauer, Hidrogeneon Sulfite, Litmus Milk, Oxidase, Redução de 

Nitrato, Fermentação de Carboidrato e a identificação molecular. Dentre os valores de pH 

testados, o que apresentou resultado representativo de crescimento e adsorção de Pb e Zn foi 

pH 5,5 com valores de crescimento 3,533 e 4,667 gL
-1

 respectivamente, assim como a 

adsorção pelo microrganismo de 32,258 ppm de Pb na concentração inicial de 300 ppm e 

445,603 ppm de Zn na concentração inicial de 1600 ppm. Após a escolha do pH 5,5 como o 

ideal, foi analisada a variável temperatura, mostrando-se a mais eficiente no crescimento e 

adsorção a temperatura de 30°C, para ambos metais. A variável fonte de carbono mostrou-se a 

mais eficiente na adsorção Sacarose para Pb e Glicose para Zn. A análise molecular resultou 

Família Enterobacteriaceae. Esses resultado indicam que o Isolado D possui um potencial uso 

na remoção de Pb e Zn quando as condições são ajustadas, mostrando-se uma alternativa 

promissora em tratamentos de solos contaminados. 
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ABSTRACT 

The increase in population and the rapid industrial growth has contributed to environmental 

degradation by dump solid and liquid waste contaminated with heavy metals. The removal of 

these pollutants from the environment can be accomplished by biological pathways, 

bioremediation. The isolation of contaminated areas of microorganisms can facilitate the 

selection of effective clean-up agents for bioremediation studies. The success of a 

bioremediation project areas contaminated with heavy metal initially depend on the isolation 

and selection of microorganisms or a consortium of efficient microorganisms in the 

degradation of the molecule. This study aims to isolate and identify soil microorganisms 

contaminated by zinc and lead, in the city of Barra Mansa, RJ, coming from contaminated 

industrial waste, for use in bioremediation. The evaluation of capacity for growth to high 

concentrations of zinc and lead were carried out in Nutrient Broth medium plus Pb and Zn 

with the previously isolated and selected bacteria. The variables studied were pH, temperature 

and carbon sources (glucose, sucrose, lactose and fructose), for a period of 72 hours of 

cultivation. The identification of trace metals in the soil was performed by atomic absorption 

spectrophotometry. To identify the microorganism biochemical tests were performed, such as 

Gram staining, Triple Sugar Iron Agar, citrate test, urease, catalase, Indole, Methyl Red, 

Voges-Proskauer, Hidrogeneon Sulfite, Litmus Milk, Oxidase, reduction of nitrate , 

Carbohydrate Fermentation and molecular identification. Among the pH values tested, which 

showed representative result of growth and adsorption of Pb and Zn pH 5.5 with growth 

values 3.533 and 4.667 gl-1 respectively, as well as by adsorption of microorganism 32.258 

ppm of Pb concentration in initial 300 ppm and 445.603 ppm Zn in the initial concentration of 

1600 ppm. After the choice of pH 5.5 as the ideal, the temperature variable was analyzed and 

proved to be the most efficient growth and adsorption temperature of 30 ° C for both metals. 

The variable carbon source proved to be more efficient in adsorption Sucrose to Glucose Pb 

and Zn. Molecular analysis resulted Enterobacteriaceae family. These results indicate that the 

isolated D has a potential use in removing Pb and Zn when conditions are adjusted, being a 

promising alternative in contaminated soil treatments. 

Key words: bioremediation, heavy metals, soil. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

A poluição ambiental tem sido um dos problemas mais significativos dos últimos 

séculos, devido ao crescimento das atividades industriais. Os efluentes industriais que contém 

metais pesados são as principais fontes de contaminação da água e do solo, deixando a 

população exposta a tais contaminantes, porém o uso destes metais torna-se um recurso 

valioso para diferentes aplicações industriais (MOORE, 1990). 

A poluição por metais pesados representa um importante problema ambiental devido 

aos potenciais efeitos tóxicos destes, assim como sua acumulação na cadeia alimentar, o que 

pode ocasionar problemas ecológicos e de saúde a população humana. Dentre os diversos 

efeitos causados, pode-se destacar o bloqueio de grupos funcionais de enzimas vitais assim 

como, dano ao fígado, ossos e nervos e até mesmo problemas reprodutivos e cancerígenos 

(PAMPHLETT; EWAN, 1996). 

As principais fontes de poluição do solo e da água por metais pesados são a 

mineração, indústrias de moagem e de acabamento de superfície, as quais descarregam uma 

grande variedade de metais tóxicos, tais como Cd (Cádmio), Cu (Cobre), Ni (Níquel), Co 

(Cobalto), Zn (Zinco) e Pb (Chumbo) ao meio ambiente. Podem ser utilizadas várias técnicas 

para recuperação desses metais, dentre as quais a técnica físico-química que é cara, e a técnica 

de adsorção, que gera uma série de resíduos tóxicos secundários devido à utilização de alguns 

reagentes (OLIVEIRA et al., 2005). 

Nos últimos anos, técnicas de biorremediação de metais pesados utilizando-se de 

microrganismos tem sido bastante estudadas e aperfeiçoadas, não apenas como uma novidade 

científica, mas pelo seu grande potencial na degradação. Tais técnicas podem elevar a 

remoção simultânea de metais tóxicos, cargas orgânicas e outras inorgânicas, bem como 

permitir o desenvolvimento de espécies resistentes. A grande dificuldade na utilização de 

microrganismos é a sensibilidade de células vivas a extremos de pH ou à altas concentrações 

de metal no solo (VEGLIO BEOLCHINI, 1997). 

A superfície da bactérias pode adsorver espécies catiônicas como os metais pesados, 

uma vez que as paredes celulares microbianas possuem vários grupos funcionais carboxílicos, 

hidroxílicos, sulfídricos e amino, que tem a capacidade de se ligar íons metálicos. A potencial 

capacidade de adsorção e afinidade das bactérias aos vários tipos de metais depende do tipo e 

densidade dos grupos funcionais associados com a célula. (MOORE, 1990) 

Estudos na área de biotecnologia para o isolamento de cepas bacterianas ou fúngicas 

resistentes a metais pesados vem acontecendo e mostrando que cepas (bactérias, fungos) 
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isoladas de locais contaminados possuem excelente capacidade de limpeza de metal. Algumas 

cepas de bactérias possuem alta tolerância a diversos metais pesados e podem ser altamente 

potenciais na sua remoção em solos contaminados por dejetos industriais (CHAVES, 2008). 

Os microrganismos evoluiram em vários mecanismos para responder a stresse por 

metais pesados, através de processos como transporte na membrana celular, a absorção pelas 

paredes celulares e aprisionamento em cápsulas extracelulares, precipitação, complexação, 

oxidação e reações de redução (CHAVES, 2008). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Ojetivo Geral 

 

Isolamento e caracterização de microrganismos presentes em áreas contaminadas 

com chumbo e zinco no município de Barra Mansa, RJ. 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Caracterizar o solo quanto aos teores pseudototais de Chumbo e Zinco; 

 Identificar o isolado selecionado através de provas bioquímicas; 

 Fazer a identificação molecular do isolado selecionado; 

 Identificar o melhor pH, temperatura e fonte de carbono para o crescimento bacteriano e 

adsorção de Chumbo e Zinco; 

 Verificar a redução de Pb e Zn no sobrenadante da cultura. 
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3.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Estudos demonstraram a importância dos microrganismos em benefício da 

humanidade iniciando-se em 1856 com trabalhos de Louis Pasteur. Porém, nem mesmo 

Pasteur imaginou o grande potencial dos microrganismos na solução de problemas, como a 

recuperação de áreas contaminadas (LEONEL, 2010). 

Existem diversas alternativas para tentar minimizar problemas de contaminação 

ambiental, como por exemplo, o uso de técnicas de biorremediação, ou seja, processos que 

empregam organismos vivos e suas enzimas na biodegradação de compostos xenobióticos 

(compostos constituídos por moléculas estranhas ao ambiente natural, ou em concentrações 

maiores que as encontradas em solos não contaminados), visando a sua erradicação, redução 

ou transformação em substâncias menos tóxicas (LEONEL, 2010). 

Em 1951, Brito (2005), formulou o princípio da divisibilidade da decomposição 

biológica anaeróbica dos resíduos sólidos, favorecendo a aplicabilidade dos microrganismos 

em escala industrial nos processos de biorremediação. Esta teoria foi precursora do princípio 

de duas fases proposto por Barker (1956) e Brito (2005) que estudando a fermentação 

bacteriana verificou que a matéria orgânica  dos resíduos é primeiramente consumida por 

microrganismos formadores de ácidos. Como resultado dessa primeira fase, são gerados 

ácidos graxos, açúcares e outros compostos orgânicos de baixo peso molecular. Em seguida 

surge outra fase, onde os ácidos são consumidos por microrganismos formadores dos 

produtos finais, como metano e dióxido de carbono. 

Existem diversos microrganismos que apresentam potencial metabólico, que são 

utilizados nos processos de biorremediação, dentre eles, gêneros de bactérias como 

Azospirillum sp, Pseudomona sp, Alcaligenes sp, Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia, 

Bacillus, Arthrobacter, Streptomyces, Nocardia e de fungos como Mucor, Fusarium, 

Chaetomium, Phanerochaete e Trametes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Segundo Moreira e Siqueira (2006), as rotas metabólicas da degradação dependem 

de um conjunto de fatores determinados pela estrutura química funcional do composto, da 

capacidade do microrganismo em promover a degradação e do ambiente, como tipo de solo, 

local alcançado pelo composto, que pode ser de difícil acesso pelo microrganismo, bem como 

as condições desse ambiente para o organismo envolvido.  
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Os estudos pioneiros em biorremediação visavam principalmente à degradação de 

matéria orgânica, muito comum em resíduos domésticos destinados a lixões e aterros 

sanitários (BRITO, 2005). Mais recentemente, estudos envolvendo biorremediação de 

compostos químicos de composição variada e elevado potencial de toxidez também 

apresentam grandes avanços (GAYLARDE et al., 2005). 

Os problemas ambientais tem se tornado cada vez mais críticos e frequentes, 

principalmente devido ao crescimento populacional e ao aumento da atividade industrial. 

Dessa maneira, os problemas devido a ação antrópica tem atingindo dimensões catastróficas, 

podendo ser observados por meio de alterações de qualidade do solo, ar e água (KUNZ et al., 

2002). 

 

3.1 O Solo 

 

O solo constitui a camada mais superficial da crosta terrestre, que sofre 

transformações decorrentes de fatores climáticos, biológicos e por atividades antropogênicas 

(OLIVEIRA et al., 2005).  

O solo é formado a partir da ação do intemperismo sobre rochas e minerais, cujo 

processo é conhecido por pedogênese. Dentre os fatores responsáveis por esse processo estão 

o clima, o relevo, o tempo e os microrganismos que agem sobre a rocha matriz originando o 

solo (JORDÃO et al., 2001). 

O solo é constituído pelas fases sólida, líquida e gasosa, sendo a fase sólida composta 

por partículas de diversos tamanhos, minerais, raízes de plantas, populações de macro e 

microrganismos e suas enzimas. Assim, o conjunto de todos os componentes da fase sólida 

leva à formação de micro-habitats ou micro-sítios (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). 

Com características singulares, o solo atua como um dreno para contaminantes e 

também como tampão natural, que controla o transporte de elementos químicos e outras 

substâncias para a biosfera (OLIVEIRA et al., 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). 

O subsolo brasileiro possui importantes depósitos minerais, sendo parte desta reserva 

considerada expressiva quando comparada ao restante do mundo. O Brasil produz cerca de 70 

substâncias, sendo 21 dos grupos de minerais metálicos como Chumbo (Pb), Ferro (Fe), 

Manganês (Mn), Alumínio (Al), Cobre (Cu) entre outros, 45 dos não metálicos entre os quais  

argila, gipsita entre outros e quatro dos energéticos (BARRETO, 2001).  
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A poluição do solo tem despertado o interesse dos especialistas, das autoridades e da 

sociedade. A preservação do mesmo é importante não só sob o aspecto ambiental, mas 

também de saúde pública. Por tradição, o solo tem sido utilizado como receptor de 

substâncias resultantes das atividades humanas, principalmente para a disposição final de 

resíduos, o que pode agravar os problemas do solo, como a erosão e o esgotamento dos 

minerais (GUNTHER, 2005). 

A introdução de contaminantes no solo pode resultar na perda de algumas ou várias 

funções do mesmo e provocar a contaminação das águas subterrâneas. A presença de 

contaminantes no solo, originados de várias fontes, acima de certos níveis, provoca uma série 

de consequências negativas para a cadeia alimentar, podendo atingir os diversos ecossistemas 

e o homem (RODRIGUES; DUARTE, 2003). 

A contaminação do solo é resultado de atividades antrópicas, incluindo processos 

industriais, atividades de mineração, sendo que essa causa maior impacto nos ecossistemas 

devido a alterações nas propriedades físicas, químicas e principalmente na redução da 

atividade biológica do solo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). No Brasil, ocorrências 

de contaminação de solos por metais pesados nas proximidades de áreas industriais tem sido 

relatadas (ARTAXO et al., 2000; MATSCHULLAT et al., 2000) 

 

3.2 Metais Pesados 

 

Os metais pesados compreendem 40 elementos com densidade superior a 5 g/cm
3
. A 

presença de metais pesados no ambiente ocorre de forma natural, podendo fazer parte de 

algumas funções fisiológicas de organismos vivos, tornando-se, neste caso, essencial quando 

em concentrações adequadas (CHAVES, 2008). 

 Alguns, como zinco e outros, em pequenas quantidades, são elementos essenciais ao 

crescimento tanto de organismos procariotos quanto de eucariotos (HUGHES; POOLE, 

1989). No entanto, outros, como o cádmio, não possuem função biológica conhecida (GADD, 

1992b) e são extremamente tóxicos, mesmo em concentrações muito baixas. Os efluentes das 

indústrias do setor mineral e metal-mecânico, em particular os efluentes de plantas de 

acabamento superficial, contêm alta concentração de metais dissolvidos. De acordo com 

Volesky (2001), os metais que mais preocupam e representam um risco ambiental são em 
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ordem de prioridade: cádmio, chumbo, mercúrio, cromo, cobalto, cobre, níquel, zinco e 

alumínio. 

Segundo Chaves (2008) devido a processos como adsorção, dessorção, solubilização, 

precipitação, complexação e oxi-redução os metais pesados apresentam baixa mobilidade 

quando no solo, o que torna sua toxicidade reduzida. Dessa forma, podem fazer parte de uma 

diversidade de formas químicas. No entanto, a contaminação por metais pesados, decorrentes 

da ação antropogênica, promove um elevado teor de toxicidade e o acúmulo desses elementos 

na camada superficial do solo, comprometendo a microbiota natural responsável pela 

ciclagem de nutrientes (FRANCO et al., 2004). 

A mobilidade dos metais pesados depende da sua forma química e das suas ligações, 

ou seja, se estão solúveis em água como íons livres; se reagem com ácidos fracos; se estão 

ligados a carbonatos; óxidos, como de ferro e manganês; ligados à matéria orgânica ou na 

fração residual, alojados na matriz. Alterações nas condições físico-químicas, como alteração 

do potencial de oxirredução, diminuição de pH ou aumento da concentração dos ligantes 

orgânicos, podem mobilizar os metais pesados tornando-os mais disponíveis.  

De acordo com Moreira e Siqueira (2006) a presença de metais pesados no solo 

interfere no pH, aumentando a acidez e levando à inibição da atividade de algumas espécies 

de microrganismos. 

Segundo SHENG et al, (2004), a dissolução de metais pesados que escapem no meio 

ambiente pode acarretar sérios problemas de contaminação. O controle das descargas de 

metais pesados e a remoção de metais tóxicos de rejeitos líquidos têm se convertido numa 

séria preocupação, especialmente para as indústrias químicas. 

Os metais tendem a acumular-se nos ecossistemas devido a sua fácil assimilação na 

cadeia alimentar dos seres vivos. O aumento da concentração destes metais pesados lançados 

ao meio ambiente por processos industriais, como extração de minério, tem sérias 

conseqüências a saúde humana e ao bem estar dos seres vivos em geral (SHENG et al., 2004; 

TUNALI et al., 2006). 

Nos seres humanos os efeitos tóxicos dos metais pesados resultam no bloqueio de 

grupos funcionais e substituição de metais essenciais, redução da taxa de crescimento, 

inibição enzimática, paralisação cerebral entre outros. Os metais mais perigosos são o 

mercúrio, chumbo, cádmio e o cromo, pois não desempenham nenhuma função biológica 

(BUENO, 2007; JAYARAM e PRASAD, 2009). 
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3.2.1 Metais Pesados no Solo 

 

A presença de Metais Pesados nos solos pode ter origem natural, dependendo do 

material de origem sobre o qual o solo se formou dos processos de formação e da composição  

e proporção dos componentes na fase sólida do solo. A origem antrópica vem sendo discutida 

como a principal razão do aumento do metal pesado no solo, provocando distúrbios muitas 

vezes de difícil recuperação do ambiente (ABREU et al., 2001). 

A atividade industrial junto com o rápido crescimento populacional contribui para o 

aumento natural na concentração de íons metálicos, passando  a representar  uma importante  

fonte de contaminação de solos (BISINOTI et al, 2004). 

Os principais Metais Pesados presentes no solo e nos produtos utilizados na 

agricultura são Co, Cd, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Zn (ABREU et al., 2001). Muitos desses 

elementos podem causar prejuízos em animais e plantas devido formação de complexos 

estáveis com biomoléculas, porém alguns elementos como Cr, Cu e Zn são importantes 

componentes funcionais e estruturais dos seres vivos por serem propensos a perderem elétrons 

com facilidade, formando íons com carga positiva, que tendem a ser solúveis  em fluidos 

biológicos. É na forma catiônica que os metais desempenham suas principais funções 

biológicas (BISINOTI et al, 2004). 

A presença dos metais pesados no solo é um dos fatores que influencia 

negativamente o processo de degradação da matéria orgânica existente, pois essa representa 

um papel fundamental na fertilidade do solo (PAGANINI et al, 2004). 

Os metais pesados podem expressar seu potencial poluente diretamente sobre os 

organismos do solo, pela disponibilidade as plantas e contaminação de águas superficiais, via 

erosão do solo, e de águas superficiais, por movimentação vertical descendente por perfil  do 

solo (OLIVEIRA et al., 2002). 

Além dos impactos no funcionamento e biodiversidade do ecossistema, a 

contaminação do solo por metais pesado é uma séria ameaça à saúde humana. Ao contrário de 

poluentes orgânicos, estes não são biodegradáveis e tendem a se acumular nos organismos 

vivos através da cadeia alimentar, poluindo o meio ambiente e trazendo sérios problemas para 

o ser humano. Esses elementos exercem ações inibitórias, bloqueando a atividade de grupos 

funcionais e modificando as conformações ativas das moléculas biológicas (HASSEM et al., 

1998), podendo resultar em toxidade aguda ou crônica, bem como mutagênese ou 
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carcinogênese. Entre  os diferentes metais pesados, As (Arsênio), Pb (Chumbo), Hg 

(Mercúrio), Cd (Cádmio), Cu (Cobre), Ni (Níquel) e Zn (Zinco) são considerados os mais 

perigosos (CAMERON, 1992). 

Em áreas de exploração de minerais metálicos, o processamento destes gera uma 

grande quantidade de rejeitos que podem ser fontes de contaminação ambiental decorrente da 

presença de metais pesados. A atividade mineradora, quando comparada a outras fontes de 

degradação do ambiente, como a agricultura e a pecuária, afeta diretamente apenas pequenas 

áreas, entretanto os elementos solubilizados desses rejeitos, se atingirem os cursos d’água, 

podem impactar negativamente áreas localizadas a centenas de quilômetros da mineração 

(SALOMONS, 1995). 

Em áreas próximas a mineração, pode ser encontrada concentrações elevadas de 

metais pesados na cadeia trófica, devido à entrada desses elementos em solos agrícolas, cursos 

d’água e alimentos produzidos próximo a essas áreas, colocando em risco a população 

localizada próximo aos empreendimentos de mineração (PRIETO, 1998; JUNG, 2001). 

No solo, os metais podem ser constituídos de partículas separadas, esta adsorvidos às 

partículas de solo formando um filme líquido ou sólido em torno delas, associar-se à fase 

orgânica, ou ocorrer como fases líquidas ou sólidas nos poros das partículas de solo 

(RULKENS et al., 1998).  

De maneira geral, a remediação não depende apenas da natureza constituinte do solo 

como o conteúdo de areia e argila, o tamanho das partículas e o percentual de matéria 

orgânica, mas também das propriedades dos poluentes envolvidos como a volatilidade, 

solubilidade em água ou em solventes orgânicos, instabilidade química e térmica, 

biodegradabilidade, comportamento de adsorção e absorção, características magnéticas ou 

elétricas, de superfície, tamanho, forma e de densidade das partículas (RULKENS et al., 

1998). 

Nos países das regiões oeste, central e leste da Europa, por exemplo, a poluição do 

solo constitui grave problema ambiental, mas, de maneira mais recente, os sedimentos 

poluídos também são motivo de grande preocupação para a sociedade (RULKENS et al., 

1998). Contudo, são escassas as opções de tratamento de sedimentos dragados em relação a 

outros resíduos (FÖRSTNER & CALMANO, 1998). 

 Na Inglaterra, diversos casos de envenenamento de crianças por Pb foram atribuídos 

ao contato freqüente delas com solo altamente contaminado, devido ao hábito de brincarem e 
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levarem as mãos à boca (BLOEMEN et al., 1995). O continente sul-americano, por sua vez, 

também enfrenta a grande ameaça da poluição do solo, sendo que no Brasil a contaminação 

do solo por poluentes industriais como os organoclorados (MATHEUS et al., 2000) e os 

metais pesados (CORUMBATAÍ NEWS, 1999a; JORDÃO et al. 1999; BONACIN SILVA, 

2001) geralmente ocorreu devido à disposição inadequada de resíduos ou a ausência de 

controle na emissão de poluentes, como em muitos outros países do mundo. 

Devido à ação negativa dos metais pesados na saúde humana e nos demais seres 

vivos, o desenvolvimento de tecnologia para remediar solos contaminados tem recebido 

grande destaque nos últimos anos (NASCIMENTO et al., 2009). A restauração da vegetação 

em locais com acúmulo de metais pesados pode ser facilitada pela ação de agentes 

imobilizantes, ou amenizantes que reduzem a disponibilidade destes metais tóxicos 

(RIBEIRO-FILHO et al., 2011), representando um tratamento químico  de grande  

importância para  a recuperação  destas  áreas  de mineração. 

 

3.2.1.1 Chumbo (Pb) 

 

O Pb está classificado na tabela periódica como o 82º dos elementos, possui massa 

atômica 207,2, densidade de 11,35 g mL
-1

 e ocorre nos estados de oxidação 2 e 4. Embora 

ocorram variações, o Pb²
+
 apresenta 119 pm (picômetros, 10⁻¹² m) de tamanho de raio iônico 

e o Pb⁴+
 78 pm (NIEBOER; FLETCHER, 1996). O chumbo provém principalmente da galena 

(PbS), mineral que tem prata comumente como impureza, podendo conter também zinco, 

cádmio, antimônio, bismuto e cobre. Por alteração, a galena se converte em anglesita 

(PbSO4), cerussita (PbCO3) e outros compostos (CLEMENS; CARITAT 1998).  

Segundo Alleoni e Camargo (1995), o chumbo é também encontrado adsorvido em 

óxidos-hidróxidos e minerais de argila. Solos com intenso processo de intemperismo contêm 

acúmulo de óxidos de ferro (hematita e goethita) e alumínio (gibsita), além de minerais de 

argila (silicatos de alumínio hidratados) como caulinita, vermiculita, ilita, montmorilonita e 

paligorskita. As cargas variáveis destes solos (carga superficial negativa dos óxidos de Fe e 

Al) atraem eletrostaticamente cátions metálicos como Cr, Cd, Zn, Co e Pb, podendo estes 

serem adsorvidos pelos óxidos-hidróxidos de Fe e Al (MOREIRA, 2004). A estabilidade da 

adsorção está relacionada com o pH da solução e concentração do metal pesado.  
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De acordo com Chen et al,. (2007) e Cao et al. (2002), o chumbo se encontra nas 

frações: trocável + solúvel (5 a 12%), ligado à matéria orgânica (5 a 15%), residual (20 a 

30%), ligado a carbonatos (10 a 40%) e ligado a óxidos de ferro e manganês (20 a 40%), 

dependendo da concentração de ligantes. É possível, portanto, esperar que grande parte do 

chumbo seja encontrada, no solo, em frações não móveis. 

O chumbo é considerado um metal perigoso mesmo em pequenas concentrações no 

ambiente. Acumula-se nos tecidos vivos podendo alcançar concentrações muito elevadas, nos 

organismos vivos, o chumbo não apresenta nenhuma função metabólica conhecida 

(PEREIRA, 2004). O chumbo é um metal não essencial, por isso perigoso e muito tóxico para 

plantas e animais, não degradável, pode causar danos no sistema renal e reprodutor. A 

principal causa de intoxicação com chumbo é a exposição a vapores e poeiras dos seus 

compostos. Os sintomas de intoxicação são: desconforto intestinal, fortes dores abdominais, 

diarreia, perda de apetite, náuseas, vômitos e cãibras (MARTINS, 2004). 

O chumbo pode afetar quase todos os órgãos e sistemas do corpo, mas o mais 

sensível é o sistema nervoso, tanto em adultos como em crianças, além do sistema nervoso 

este elemento tem a capacidade de inibir ou imitar a ação do cálcio e de interagir com 

proteínas (MOREIRA; MOREIRA, 2004). O padrão de potabilidade para o chumbo 

estabelecido pela Portaria 518/04 é de 0,01 mg/L. (CETESB, 2009) 

O chumbo é um metal presente em muitos produtos industriais como baterias, 

materiais fotográficos, tintas e pigmentos e na indústria automotiva, aeronáutica e do aço 

(JALALI et al., 2002; SEKHAR et al., 2004). A produção estimada para o ano 2000 foi de 

5.000 t; é usado na indústria de baterias, na cobertura de fios elétricos, dentre outras 

aplicações (MARKERT, 1992). 

A ampla utilização do chumbo em diversos processos industriais gera efluentes 

altamente contaminados. Diante desse quadro faz-se necessário um tratamento adequado de 

modo a cumprir as normas de descarte. No Brasil o CONAMA, Conselho Nacional do Meio 

Ambiente, estabelece para o chumbo concentrações máximas de 0,01mg L
-1

 em efluentes de 

qualquer fonte poluidora. 

Após liberado no ambiente, o chumbo tem um tempo de persistência muito grande, 

quando comparado a outros poluentes permanece acessível à cadeia alimentar representando 

grande perigo para plantas e animais (SAMPAIO, 2003). 
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A Organização Mundial de Saúde recomenda uma concentração máxima de 0,01 

mgL
-1

 de chumbo na água para consumo (WHO, 2006). O chumbo causa principalmente 

danos renais e neurológicos (MORTON, 1999). 

No Brasil o abastecimento de chumbo e feito através da importação de metal e da 

produção de chumbo secundário oriundo principalmente da reciclagem de baterias (a grade 

das baterias tem 95% de chumbo em sua composição). As reservas nacionais de minérios de 

chumbo são pequenas e de baixa concentração e a produção de chumbo primário foi 

paralisada com o fechamento da Plumbum Mineração e Metalurgia S/A (MATOS E 

FERREIRA, 2007). 

 

3.2.1.2 Zinco (Zn) 

 

Zinco (Zn) é o metal de número atômico 30 e o 23º elemento mais abundante na 

Terra, sendo encontrado em praticamente todos os ambientes (CHANEY 1993, BROADLEY 

et al. 2007). Sua forma natural de entrada no substrato é através do intemperismo físico ou 

químico da rocha matriz do solo, se apresentando como Zn orgânico e inorgânico, e está 

disponível principalmente como Zn²
+
 ou complexado com ligantes orgânicos (SANTOS 2005, 

BROADLEY et al. 2007). 

Provavelmente a primeira contaminação do solo por Zn, foi por antigas metalúrgicas 

do mediterrâneo 20 d.C., e mais tarde no século XIII, por metalúrgicas indianas (CHANEY 

1993). Atualmente, a contaminação advém de atividades de mineração em solos agrícolas 

tratados com lodo de esgoto, especialmente em solos de pH baixo, onde o metal é melhor 

absorvido (BROADLEY et al., 2006). 

Chen et al. (2007) estudaram a mobilidade do zinco em solo (0-20 cm) da província 

de Qiyang, China. Para os autores, o estudo do zinco mostrou que está presente: 9-17% na 

fração orgânica, 10-18% ligado a carbonatos, 10-18% na fração solúvel + trocável, 20-30% 

ligado a óxidos de ferro e manganês e 25-45% na fração residual. Portanto, a maior parte do 

zinco mostrou-se imóvel. 

É considerado um elemento essencial para a saúde do ser humano, sendo que a sua 

participação em diversos processos metabólicos. Contudo, poderá existir uma potente 

toxicidade gastrointestinal por causa de uma constante acumulação deste metal no corpo 

humano (WALSH et al., 1994). 
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O Zinco é um dos metais mais encontrados nos efluentes das indústrias de 

galvanização, eletrodeposição, chapeamento (por meio de eletrólise), fábricas de baterias e 

outras indústrias metalúrgicas. Na sua forma metálica, tem uma limitada biodisponibilidade e 

não apresenta nenhum risco ecológico. Entretanto, o Zinco pode reagir com outras substâncias 

químicas, como ácidos e oxigênio, para formarem compostos que podem se tornar 

potencialmente tóxicos (RADHIKA et al., 2006). Além disso, o zinco pode apresentar sérios 

riscos à saúde humana, se ingerido além do recomendado (100-300 mg Zn/dia), como: 

náuseas, vômito, problemas gastrointestinais, letargia, fadiga e alterações na resposta imune 

(FOSMIRE, 1990). 

O zinco ocorre em vários minerais e em diferentes formas como sulfetos ou 

carbonatos de zinco. Pode ser encontrados em baterias, fertilizantes, tintas, plásticos, 

borrachas entre outros, sendo utilizados na composição de cosméticos na forma de pós, bases 

faciais, produtos farmacêuticos e em complexos vitamínicos (MOORE E RAMAMOORTHY, 

1984; LESTER, 1987). Este metal é geralmente encontrado na natureza como sulfeto, muitas 

vezes associado a sulfetos de outros metais como o Pb, Cd, Cu e Fe. Pode também ocorrer 

como carbonato, silicato e hidróxido. A adsorção do zinco pelos sedimentos é maior nas 

frações mais finas e influenciada pelo aumento do pH e da temperatura (OLIVEIRA, 2007). 

Esse elemento é um micronutriente essencial para os organismos, por ser um 

componente estrutural de muitas proteínas, além de ser particularmente indispensável para o 

crescimento das plantas (CHANEY 1993; LI et al., 2002). Sendo assim, a deficiência de 

Zinco pode reduzir a produtividade de grãos e debilitar a resistência dos cereais a doenças, 

diminuir a qualidade nutricional dos grãos; redução drástica da síntese protéica (devido a 

relação com a atividade da RNAase); causa retardo e redução no crescimento; folhas 

pequenas e mal conformadas; entre nós curtos; formação de folhas em roseta; clorose 

iternerval (devido a participação do Zn na formação de clorofila), além de necrose no 

meristema apical da raiz (BROADLEY et al., 2007; MARENCO E LOPES 2009). 
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3.3 Bactérias e Metais Pesados no Solo 

 

A comunidade microbiana tem sido relacionada com a qualidade do solo, porém 

existe a necessidade de investigação das interações e atividades metabólicas dos 

microrganismos nos processos ecológicos e do solo (TAYLO et al., 2002).  

No solo podem ser encontrados vários tipos de organismos, e dentre eles, bactérias, 

fungos, bem como protozoários de vida livre. Os microrganismos do solo são componentes 

essenciais para o funcionamento sustentável dos ecossistemas, sendo fundamentais no 

processo e decomposição da matéria orgânica e na disponibilização de nutrientes do solo 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). As atividades dos microrganismos estão baseadas em sua 

diversidade metabólica e a adaptabilidade genética, o que torna esses microrganismos uma 

importante fonte de recursos genéticos para o avanço biotecnológico (KUTBOKE et al,. 

2004).  

Comunidades microbianas podem ser afetadas qualitativamente e quantitativamente 

quando em contato com metais pesados. Alguns estudos demonstram que os metais 

influenciam os microrganismos afetando o seu crescimento, morfologia e metabolismo, 

resultando num decréscimo de biomassa (ELLIS et al., 2003). Além dos efeitos tóxicos 

diretos, os metais podem exercer uma seleção na comunidade microbiana, resultando na 

presença de microrganismos mais tolerantes nas áreas impactadas comparados com os 

presentes no solo não contaminados, sendo que esta seleção pode conduzir ao estabelecimento 

de populações resistentes aos metais (PEREIRA et al., 2006). Nos últimos anos, alguns 

trabalhos foram referenciados a respeito do aumento da tolerância a metais pesados e 

bactérias isoladas de locais contaminados (CARRASCO et al., 2005; PEREIRA; LIMA; 

FIGUEIRA, 2006). 

Estudos de Costa e Dutra (2001), demonstraram a existência de bactérias 

biodegradadoras presentes em amostras de solo, como é o caso da aplicação de Bacillus 

subtilis na remoção de metais como Chumbo, Zinco, Cobre, Prata e Cádmio, assim como 

estudos de Beveridge e Murray (1976), indicam que a presença Bacillus subtilis no solo 

proporciona biodegradação do Magnésio, Ferro, Sódio, Potássio, Manganês, Mercúrio, 

Cobalto, Bário e Alumínio. Microrganismos pertencentes ao gênero Bacillus são amplamente 

distribuídos em sistemas naturais como solos, águas e sedimentos marinhos, sendo que alguns 

deles foram relatados como potenciais redutores de Fe (SCHEID et al., 2004).  
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Outras bactérias têm apresentado um crescente interesse como organismo modelo, 

devido à sua resistência, para detoxicação de elementos-traços e para fins biotecnológicos 

(ROZYCKI; NIES, 2009). Estão relatadas na literatura resistências da bactéria Cupriavidus 

metallidurans a diversos elementos sendo que, nessa bactéria, foram identificados genes de 

resistência em elementos traços como Ni (II), Cu (II), Zn (II), entre outros. Cepas da bactéria  

Ochrobactrum anthropi, apresentam interesse particular para biorremediação, pois são 

capazes de degradar solventes tóxicos, resíduos de petróleo e, também de remover Cr, Cd, Cu 

e outros metais tóxicos do ambiente (CHENG et al., 2010). A bactéria Geobacter 

metallireducens é uma das mais estudadas, pois foi um dos primeiros microrganismos que 

mostrou capacidade de oxidar, completamente, compostos orgânicos a dióxido de carbono, 

utilizando óxido de Fe(III) como aceptor de elétrons (LLOYD, 2003).  

Segundo Lower et al., (2001), Shewanella oneidensis MR-1, também é considerado 

um modelo de estudo, essa é uma bactéria anaeróbica facultativa encontrada em solos, 

sedimentos e meios aquosos (doces e marinhos), com capacidade para conservar energia para 

o crescimento utilizando oxigênio ou Fe (III) como aceptor final de elétrons. Essa bactéria 

Shewanella oneidensis é um microrganismo de uso potencial na biorremediação de sítios 

contaminados com metal pesado e metalóides, devido sua versatilidade metabólica, bem como 

sua capacidade de afetar o estado redox dos metais (MARSHALL et al., 2006).  

A degradação de substâncias xenobióticas por microrganismos presentes no solo 

depende da presença de várias enzimas que realizam metabolismo para seu crescimento, e 

dessa forma conseguem remediar os compostos químicos, reduzir as concentrações presentes 

no ambiente ou torná-los menos tóxicos. Dentre os microrganismos envolvidos neste processo 

estão presentes representantes dos eucariotos e procariotos de vários gêneros. O emprego de 

consórcios de microrganismos é viável, podendo proporcionar uma completa degradação dos 

contaminantes. Dessa forma microrganismos que não apresentam potencial para degradar 

completamente determinado composto, poderão transformá-lo em uma substância degradável 

por um segundo microrganismo. 

As bactérias frequentemente participam do tratamento biológico de efluentes e 

também tem sido testada como biossorvente na remoção de metais pesados. Cabuk et al, 

(2006) estudou as propriedades da bactéria Bacillus sp. no processo de biossorção de chumbo 

em coluna de leito fixo e obteve capacidade máxima de biossorção com pH inicial de 4,0, sua 

investigação também revelou que o comprimento da coluna e a vazão afetaram o processo de 
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biossorção. Sannasi et al. (2005) estudaram a utilização de uma cultura bacteriana mista para 

remover Cr (VI), Cu (II) e Pb (II) em solução aquosa. Os dados experimentais mostraram que 

a capacidade máxima de sorção é dependente do pH inicial da solução. O pH afeta a atividade 

dos grupos funcionais da superfície celular e as propriedades de ligação desses com os metais. 

Segundo Azevedo (2008), os metais pesados, quando em excesso, são tóxicos a 

maioria dos microrganismos, devido a sua natureza fortemente iônica, que os torna capazes de 

se ligar a muitos constituintes celulares deslocando assim, alguns metais essenciais da célula 

microbiana de seus sítios de ligação. Esses elementos podem romper proteínas por meio de 

ligação aos grupos sulfidril, e ácidos nucléicos, aos grupos hidroxil e fosfato. Os 

microrganismos geralmente utilizam vias de transporte especificas para levar esses elementos 

da membrana celular ao citoplasma. (MELO; AZEVEDO, 2008) 

A adaptação microbiana é um importante mecanismo de resposta a presença de 

contaminantes no solo, e pode resultar na compensação de um efeito adverso por meio do 

aumento da atividade da microbiota restante. Isso também ocorre na presença de metais, 

quando os microrganismos os transformam em formas menos tóxicas, imobilizando-os na 

superfície das células ou em polímeros intracelulares, por precipitação ou biometilação 

(MELO; AZEVEDO, 2008). 

Alguns microrganismos são capazes de afetar a especiação dos metais, devido a sua 

capacidade efetora ou mediadora nos processos de mobilização ou imobilização, que 

influencia no equilíbrio das espécies metálicas entre as fases solúveis e insolúveis. A 

mobilização dos metais e a passagem de um estado insolúvel inicial, ou seja, metais na forma 

de sulfetos ou óxidos metálicos, correspondente a uma fase solida, para um estado solúvel 

final aquosa (PÉREZ, 2006). Os microrganismos podem mobilizar os metais através da 

lixiviação autotrófica e heterotrófica, quelação por metabólitos e sideróforos, metilação, que 

pode resultar na volatização. Esses processos podem levar a uma dissolução de componentes 

metálicos e minerais insolúveis, incluindo os óxidos fosfatos e sulfetos (GADD, 2004). 

A maioria das interações metais-microrganismos tem sido significativas para 

remoção, recuperação ou detoxificação de compostos orgânicos e inorgânicos poluidores. 

Nesse contexto, a solubilização pode tornar possível a remoção desses compostos de matrizes 

sólidas, como solos, sedimentos, lixo e rejeitos industriais. Alternativamente, os processos de 

imobilização podem tornar possível que metais sejam transformados in situ, numa forma 

insolúvel e quimicamente inerte, e também são aplicáveis para remover metais em soluções 
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aquosas (GADD, 2004). Outro importante mecanismo de resposta à presença de 

contaminantes é a oxidação do metal pesado presente no solo. Já se sabe que ela pode ocorrer 

de forma química ou biológica. Existem estudos em que foram observadas bactérias capazes 

de promover essa oxidação, na presença de matéria orgânica, sem obtenção de energia nesse 

processo (CARDOSO et al., 1992). 

Conforme Tabela 1, existe uma diversidade de microrganismos viáveis a serem 

aplicados em processos de biorremediação, dentre eles destacam-se as bactérias, em 

decorrência da sua maior velocidade de crescimento em comparação a de fungos, quando em 

condições favoráveis (OLIVEIRA et al., 2008).  

A espécie Pseudomonas aeruginosa KUCD1 apresentou eficiência na remoção de 

cádmio de água em condições aeróbicas in vitro, por meio do acúmulo desse metal em sua 

membrana eperiplasma, observado por fracionamento celular. As bactérias provocam a 

detoxificação dos metais, isso demonstra potencialidades para utilização na biorremediação de 

ambientes contaminados (SINHA; MUKHERJEE, 2009). 

 Em um estudo com isolados de bactérias, Conceição et al., (2007) obtiveram 

organismos com elevada resistência à concentração de 750 mg.L
-1

 de cromo hexavalente 

assim como adaptados às variações do ambiente como temperatura e pH. Bactérias como 

Bacillus subtilis, Citrobacter sp e Streptomyces longwoodensis foram as que tiveram posição 

de destaque.  
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Tabela 1: Microrganismos com capacidade de acumular Metais Pesados 

 

Fonte: Revisão acerca da utilização de microrganismos na biorremediação de rejeitos 

industriais contendo metais pesados, OLIVEIRA et al, (2008). 

 

Sabe-se que fungos filamentosos e leveduras possuem a capacidade de acumular 

micronutrientes, tais como Cu, Zn, Co, Cr e Mn e metais que não fazem parte da sua dieta 

nutricional como U, Ni, Cd, Sn e Hg, em quantidades maiores do que as do requerimento 

nutricional, no que tange aos primeiros. Sabe-se também que existem parâmetros importantes 

para estimular o processo de remoção com microrganismos, dentre os quais podemos 

destacar: a fonte de carbono, a temperatura e o pH. (SINHA e MUKHERJEE, 2009). 

É importante dizer que o pH do meio afeta o processo adsortivo e/ou bioacumulativo, 

uma vez que influencia a disponibilização ou não do metal na sua forma solúvel, bem como 
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interfere na carga da superfície microbiana. Observa-se que, para alguns microrganismos, a 

elevação do pH favorece a remoção de metais como o Cu e Zn, por exemplo. No entanto, o 

emprego de valores de pH acima de 5 promoveria a precipitação do cátion, inviabilizando a 

sua remoção. Por outro lado, o abaixamento do pH conduziria à obtenção de biomassas 

carregadas positivamente devido à alta concentração de prótons, inibindo, 

concomitantemente, a ligação dos íons metálicos, por causa da repulsão de cargas (GADD, 

2004). 

As espécies de Acidithiobacillus estão entre os organismos mais estudados, pois são 

capazes de suportar condições ambientais extremamente agressivas (pH = 1); produzem uma 

solução muito ácida, que é capaz de dissolver a maioria dos metais; são tolerantes a elevadas 

concentrações de metais pesados; utilizam uma de fonte de energia de baixo custo, se 

comparado a outros microrganismos quimiorganotróficos (HERBERT JR, 1999). 

A bactéria A. ferrooxidans pertence o grupo dos organismos quimiotróficos, tem 

forma de bastonete, mede entre 0,5 – 1,0 µm, não produz esporos, é gram negativa e acidófila, 

sua fisiologia é baseada na fixação de CO
2
, onde retira o carbono, obtêm energia através da 

oxidação do Fe
2+

 ou composto reduzidos de Enxofre (HERBERT JR, 1999). 

 

3.4 Biorremediação 

 

A remediação de um solo contaminado com cátions metálicos tóxicos tem 

empregado, convencionalmente, técnicas que incluem a escavação e o depósito em aterros 

sanitários ou, ainda, o recobrimento do sítio contaminado. Essas tecnologias tradicionais, 

além de não serem capazes de remediar realmente os solos, são muito caras (MULLIGAN et 

al., 2001). Recentemente, a busca por tecnologias inovadoras tem sido direcionada para a 

aplicação da biorremediação. Por esse motivo, as tecnologias que utilizam microrganismos e 

biossorventes, de um modo geral, para remover metais pesados a partir de esgotos têm sido 

largamente estudados (BRUINS et al., 2000; SAĞ et al., 2003). 

A biorremediação é uma técnica de despoluição de ambientes contaminados baseada 

na aceleração do processo natural de biodegradação de determinadas substâncias no meio 

ambiente. O processo dependente de algumas condições ambientais como, temperatura, 

presença de oxigênio e nutrientes, e pH (COELHO, 2005).  
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Essa técnica de limpeza usa microrganismos ou processos microbianos para reduzir a 

concentração e/ou a toxicidade de determinados poluentes acelerando o processo de 

biodegradação (ATLAS, 1981). Por tanto, pode se considerar que a biorremediação é a 

otimização da biodegradação, sendo que esta aceleração pode ser de três principais tipos: pela 

adição de fertilizantes (bioestímulo), pela introdução de microrganismos (bioaumento), ou 

ainda através da atenuação natural monitorada (biorremediação intrínseca).   

A utilização da técnica de biorremediação foi descoberta através de pesquisas que 

investigavam a degradação de hidrocarbonetos no ambiente natural, nas quais foram 

identificados alguns microrganismos capazes de usar tais hidrocarbonetos como fonte de 

carbono e energia (ZOBELL, 1946; ATLAS, 1981). Mas, só após a análise dos fatores 

bióticos e abióticos envolvidos no processo de biodegradação que a técnica passou a ser 

aplicada na limpeza de ambientes contaminados por óleo (LINDSTROM et al., 1991). 

Essa biotecnologia vem sendo utilizada, há alguns anos, em vários países e, em 

certos casos, apresentam menor custo e maior eficiência na remoção dos contaminantes do 

que as técnicas físicas e químicas, sendo atualmente utilizadas em escala comercial no 

tratamento de diversos resíduos e na remediação de áreas degradadas (BANFORTH; 

SINGLETON, 2005). 

Os microrganismos possuem uma longa convivência com os metais, sendo isto 

comprovado pela quantidade de metais divalentes e de transição presentes no centro ativo de 

uma série de enzimas (LOVLEY; COATES, 1997; CAMARGO et al., 2007). Quando em 

excesso, os microrganismos desenvolveram mecanismos que permitem a sua sobrevivência na 

presença desses metais (SILVER; PHUNG, 2005).  

Os principais mecanismos de resistência e tolerância a metais são os seguintes: 

biossorção, precipitação, biomineralização, reações/transformações, proteínas ligantes, 

sideróforos, biossurfectantes (NIES; 1999; CAMARGO et al., 2007). Esses mecanismos são 

conferidos por plasmídeos ou transposons, podendo ser elementos facultativos ou acessórios, 

sem que isso afete sua viabilidade. Entretanto, sua presença pode conferir as células 

hospedeiras características fenotípicas adicionais ambientais, como por exemplo, a capacidade 

de sobreviver em ambientes contaminados (VERMELHO et al., 2009). 

A biorremediação pode ser utilizada para tratar as contaminações de hidrocarbonetos, 

solventes, orgânicos halogenados, compostos orgânicos halogenados, não clorados pesticidas 
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e herbicidas, compostos nitrogenados, metais (chumbo, mercúrio, cromo), radionuclídeos 

(EPA, 2005). 

Estudos vem mostrando uma grande diversidade de microrganismos que absorvem 

metais pesados como Ferro, Cádmio, Manganês, Zinco, Chumbo e outros, presentes em 

amostras de solo, sedimentos, água doce ou marinha que ocorrem naturalmente nesses 

ambientes. (GADD, 2000;  XIANG et al., 2000; BARKAY; SCHAEFFER, 2001; CHEW et 

al., 2001; COLLA et al., 2008;).  

O mecanismo bioquímico microbiano não consiste na degradação do átomo 

contaminante, mas na mudança do estado de oxidação do metal, permitindo a sua 

detoxificação. Independentemente das reações que ocorrem, provavelmente, o metal ainda 

permanecerá no local, pois sabe-se que as bactérias possuem capacidade para concentrar ou 

remover os mesmos, seja em forma de precipitados ou de substâncias voláteis, transformando 

as espécies em compostos menos tóxicas e mais facilmente disponíveis. Em outras palavras, 

os microrganismos podem apenas alterar a especiação dos contaminantes e convertê-los em 

formas não-tóxicas (SINGH; CAMEOTRA, 2004). 

Segundo Piana (2001), esta troca no estado de oxidação permite que várias estratégias 

de biorremediação sejam seguidas: a) Metal se torna menos solúvel e precipita o que permite 

que esteja menos disponível para os organismos do ambiente. b) Torna-se mais solúvel, o que 

facilita sua remoção pela permeação através da sua membrana celular. c) Permite que possa 

haver uma volatilização do elemento e/ou do composto. d) Converte-se em um produto menos 

tóxico para os organismos do meio. 

Microrganismos como o gênero Aspergillus e Penicillium e, ainda, leveduras como 

Saccharomyces cerevisiae exibem resistência a metais tóxicos, o que proporciona o seu 

desenvolvimento em meios com altas concentrações desses elementos (BLUMER, 2002). 

Vários estudos vem mostrando a existência de bactérias biodegradadoras presentes 

em amostras de solo, como é o caso da aplicação de Bacillus subtilis na remoção de metais 

como Cobre, Prata, Zinco e Cádmio (COSTA; DUTRA, 2001). Estão relatadas na literatura 

resistências da bactéria Cupriavuidus metallidurans a diversos elementos sendo que, nessa 

bactéria foram identificados genes de resistência em metais pesados como Níquel, Ouro, 

Zinco entre outros. Outras bactérias tem apresentado um crescente interesse como organismos  

modelo, devido a sua resistência, para a detoxicação de metais pesados e para fins 

biotecnológicos (ROZYCKI; NIES, 2009). 
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Cepas de bactérias Ochrobactrum anthropi, apresentam interesse particular para 

biorremediação, pois são capazes de degradar solventes tóxicos, resíduos de petróleo e, 

também de remover Chumbo, Cromo e outros metais tóxicos do ambiente (CHENG et al., 

2010). 

Segundo Piana (2001), esta troca no estado de oxidação permite que várias 

estratégias de biorremediação sejam seguidas, tais como o metal se torna menos solúvel e 

precipita o que permite que esteja menos disponível para os organismos do ambiente; torna-se 

mais solúvel, o que facilita sua remoção pela permeação através da sua membrana celular; 

permite que possa haver uma volatilização do elemento e/ou do composto e converterem-se 

em um produto menos tóxico para os organismos do meio. 

Investigações do mecanismo de adsorção de metais tóxicos mostram que os íons 

metálicos são capturados por diferentes mecanismos, como troca iônica, complexação e 

adsorção dos grupos funcionais presentes na parede celular (RAO, 2006). Os grupos 

funcionais como cetonas, aldeídos, carboxilas, presentes na parede celular desses 

microrganismos, são responsáveis pela captação de metais tóxicos. Recentemente, têm-se 

dado importância à remoção de íons metálicos em soluções contendo dois ou mais espécies 

metálicas (SÁNCHEZ et al., 1999; USLU; TANYOL, 2006; SHARMA et al., 2009). A 

presença de mais de um íon metálico pode afetar de maneiras diferentes a eficiência do 

processo. 

 

3.5 Mecanismos de captação dos metais 

 

São os mecanismos pelos quais os microrganismos interagem com os metais, 

captando-os do solo. 

 

Mobilização 

 

A mobilização dos metais é a passagem de um estado insolúvel inicial (metais na 

forma de sulfetos ou óxidos metálicos, por exemplo), correspondente a uma fase sólida, para 

um estado solúvel final em fase aquosa (PÉREZ, 2006). Os mecanismos empregados pelos 

microrganismos podem mobilizar os metais por meio de lixiviação autotrófica e heterotrófica, 

de quelação por metabólitos e sideróforos microbianos e, ainda, pela metilação, que pode 
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resultar em volatilização. Esses processos podem levar a uma dissolução parcial ou completa 

de componentes metálicos e minerais insolúveis, incluindo-se nesta condição os óxidos, 

fosfatos e sulfetos (GADD, 2004). 

 

a) Lixiviação heterotrófica 

 

Ainda segundo Gadd (2004), os microrganismos podem acidificar seu ambiente pelo 

efluxo de prótons via as H
+
-ATPases da membrana plasmática, responsáveis pela manutenção 

do equilíbrio, ou como um resultado da acumulação do dióxido de carbono respiratório. A 

acidificação pode levar à liberação dos metais por uma série de rotas. O metabolismo 

heterotrófico como resultado do efluxo de ácidos orgânicos e sideróforos, também podem 

conduzir à lixiviação. Os ácidos orgânicos podem fornecer suporte tanto para os prótons 

quanto para os ânions dos complexos metálicos. Os ânions dos citratos e dos oxalatos podem 

formar complexos estáveis com um grande número de metais.  

Muitos citratos de cátions metálicos são altamente móveis e não são facilmente 

degradáveis. O ácido oxálico também pode atuar como um agente lixiviante para os metais 

que formam complexos de oxalatos solúveis, incluindo Al e Fe. Ultimamente, tem sido 

demonstrada uma lixiviação efetiva numa variedade de rejeitos, como, por exemplo, solos e 

lama, filtros de óxidos e poeira, cinzas e materiais de rejeitos eletrônicos (GADD, 2004). 

 

b) Lixiviação autotrófica 

 

A lixiviação autotrófica é, em geral, realizada por bactérias quimiolitotróficas e 

acidofílicas, que fixam o dióxido de carbono e obtém energia da oxidação de íons ferrosos ou 

de compostos de enxofre reduzidos. Estes causam a solubilização dos metais por causa da 

produção de Fe (III) e H2SO4. 

Os microrganismos envolvidos incluem as bactérias sulfatooxidantes como, por 

exemplo, Acidithiobacillus thiooxidans, bactérias ferro e sulfato-oxidantes, como 

Acidithiobacillus ferrooxidanse, bactérias ferro-oxidantes, como a Leptospirillum 

ferrooxidans. 

Como resultado da oxidação do enxofre e do ferro, os sulfetosmetálicos são 

solubilizados com o decréscimo do pH do ambiente, resultando, então, na solubilização de 
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outros componentes metálicos. Essa lixiviação de sulfetos pelas espécies de Acidithiobacillus 

e outras bactérias acidofílicas, já está bem estabelecida numa escala industrial. 

No contexto da biorremediação, a produção autotrófica de ácido sulfúrico também 

foi usada para solubilizar metais a partir de lama de esgoto e solos. Assim, bactérias oxidantes 

de enxofre foram usadas para acidificar um solo e solubilizar metais tóxicos, num processo de 

dois estágios, sendo a remoção dos metais efetivada a partir da lixívia contaminada com metal 

(GADD, 2004). 

 

c) Sideróforos 

 

Os sideróforos apresentam moléculas de baixo peso molecular, sendo considerados 

agentes quelantes, são ion-férrico específicos, produzidos por microrganismos que crescem 

em ambientes de baixa concentração de ferro (BENITE et al., 2002). Essas moléculas são 

excretadas pelos microrganismos para auxiliar na assimilação do ferro (GADD, 2004). O 

papel desses compostos é remover ferro do ambiente e tornar esse elemento químico 

essencial, disponível para a célula microbiana (BENITE et al., 2002). A assimilação de ferro 

pode ser melhorada pela ligação com compostos de ferro, como, por exemplo, óxidos de 

ferro, o que facilita o contato com o substrato de ferro. Embora, primariamente produzidos 

para obtenção de ferro, os sideróforos também são capazes de se ligar a outros cátions, como 

o magnésio, manganês, cromo (III), gálio (III) e radionuclídeos, como plutônio (IV). Um 

método para o tratamento de solo arenoso contaminado por metais é a solubilização de metais 

mediada por sideróforos, produzidos por Alcaligenes eutrophus. Uma vez solubilizados, os 

metais podem ser absorvidos e/ou precipitados na biomassa, sendo a seguir separada da polpa 

por floculação (GADD, 2004). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ANÁLISE QUÍMICA DO SOLO 

  

O isolamento foi realizado em solo coletado em área de aproximadamente 4.500 m
2
, 

próxima ao rio Paraíba do Sul, no bairro Ano Bom, Barra Mansa (RJ), nas coordenadas    

Lon. -22.539593e Lat. -44.150387, cujo local serviu, por décadas, como depósito de rejeitos 

industriais. 

 

Figura 1: Área de coleta para isolamento de microrganismo. 
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Inicialmente, foi realizada uma avaliação das concentrações de Chumbo e Zinco no 

local, visando definir as áreas de maior contaminação para o isolamento microbiano. Foram 

definidos 7 pontos de coleta, abrangendo toda a área do terreno e nomeados como P1 a P7. 

Amostras de solo nesses pontos foram coletadas na profundidade de 0-20 cm, sendo 

acondicionadas em sacos plásticos e levadas para o laboratório onde foram secas ao ar, 

destorroadas e passadas em peneira de 450 µm de malha. Os teores pseudototais de Zn e Pb 

foram determinados utilizando como extrator água-régia (HCl:HNO3), na proporção 3:1 de 

acordo com ISO 11.466 (1995) e, em seguida os extratos foram analisados por 

espectrofotometria de absorção atômica com chama ar/acetileno (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Concentrações pseudototais de Chumbo e Zinco (mg.k
g-

1) nas amostras de solo na 

área de estudo. 

Área Zinco Chumbo 

P1 0,242 0 

P2 1416,100 108,750 

P3 1281,350 22,850 

P4 1036,050 45,666 

P5 777,183 33,650 

P6 433,433 88,933 

P7 1213,517 226,083 

 

Considerando as elevadas concentrações de Zinco e Chumbo no ponto P7, esta área 

foi selecionada para coleta de amostras de solo para o isolamento microbiano.  

 

4.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS TOLERANTES A CHUMBO E ZINCO 

Na obtenção de microrganismos resistentes foi utilizada a técnica de isolamento 

direto. Para a realização do isolamento direto, 25 g de amostra de solo foi adicionada a um 

frasco com 225 ml de solução salina a 0,9% (NaCl), agitada por 60 minutos a 150 RPM em 

temperatura de 30°C. Posteriormente estas amostras foram diluídas até 10
-4

, retirando-se 0,1 

ml para o plaqueamento em ágar nutritivo suplementado com diferentes concentrações de 

Chumbo (35, 65, 150 e 300 ppm) e Zinco (400, 800, 1600 e 3200 ppm). As placas foram 

incubadas em estufa a 30
°
C por um período de 48 horas. As colônias foram purificadas por 
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repiques sucessivos em Ágar Nutritivo suplementado com Chumbo (35, 65, 150, 300 ppm) e 

Zinco (400, 800, 1600 e 3200 ppm). A composição do meio Ágar Nutritivo é composta por: 

Digestão péptica de tecido animal (5.00 g/L), extrato de levedura (1.50 g/L), extrato de carne 

bovina (1.50 g/L), cloreto de sódio (5.00 g/L) e Agar (15.00 g/L). 

 

4.3 SELEÇÃO DA SOLUÇÃO TAMPÃO 

 

Os isolados da segunda coleta foram crescidos em 50 ml caldo nutriente tamponado 

em diferentes soluções tampões, em pH 5.5 na temperatura de 30ºC e suplementados com Pb 

(100 e 200 ppm) e Zn (400 e 800 ppm) por 72 horas com agitação constante de 150 rpm, para 

verificar o crescimento nesses diferentes tampões. Os tampões utilizados foram Ácido Bórico 

+ Ácido Ortofosfórico; Acetato de Sódio; Tris-HCL; Citrato e Fósfato-Citrato. 

 

4.4 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE CHUMBO E ZINCO NO 

CRESCIMENTO DOS ISOLADOS  

 

Após o isolamento e escolha do Isolado D que apresentou maior crescimento em meio 

tamponado citrato pH 5.5, o isolado foi cultivado em frascos elermeyers contendo 100 ml de 

Meio Caldo Nutritivo e incubados durante 24 horas a 30ºC a agitação de 150 rpm. Aliquotas 

desta cultura foram posteriormente inoculadas, para ter a DO/ml inicial  0,1, em 30 ml de 

Meio Caldo Nutritivo contendo 0 (controle), 35, 65, 150 e 300 ppm de concentração de 

chumbo e  0 (controle), 400, 800, 1600 e 3200 ppm de zinco e incubados a 30 ºC em uma 

incubadora refrigerada com agitador rotativo a 150 rpm (TECNAL TE-421), sendo o 

crescimento monitorado por um período de 72 horas e analisado a cada 24 horas.  

A cada 24 horas de crescimento uma alíquota de 2 ml da suspensão celular foi levada 

a uma micro centrifuga refrigerada, marca Novatecnica modelo NT 805, a velocidade de 

10.000 rpm por 10 minutos com temperatura de 5ºC. O precipitado constituído pelas células 

foi lavado três vezes com água destilada e levado a estufa na temperatura de 80ºC para a 

determinação do peso seco.   
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4.5 EFEITO DO PH DO MEIO DE CULTURA NO CRESCIMENTO E 

ADSORÇÃO/REMOÇÃO DE CHUMBO E ZINCO PELO ISOLADO 

 

Para verificar o efeito do pH na adsorção e remoção de Pb e Zn pelos isolados, estes 

foram cultivados em caldo nutriente tamponado com citrato adicionados de Zn (400, 800, 

1600 e 3200 ppm) e Pb (35, 65, 150 e 300 ppm) em diferentes valores de pH (3.5, 4.0, 4.5, 

5.0, 5.5 e 6.0) no experimento. O pH foi ajustado para o valor desejado com HCl 0,1 N ou 

NaOH 0,1 N. Foi adicionado uma aliquota do inóculo, para que tivesse uma DO/ml inicial de 

0,1,  em frascos contendo 50 ml de caldo nutriente nos diferentes valores de pH contendo 

diferentes concentração dos metais pesados Chumbo e Zinco e incubados a  35ºC a 150 rpm. 

O crescimento foi analisado a cada 24 horas, durante 3 dias. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicatas e os resultados representados pelos valores médios.  

 

4.6 EFEITO DA TEMPERATURA DO MEIO DE CULTURA NO CRESCIMENTO E 

ADSORÇÃO/REMOÇÃO DE CHUMBO E ZINCO PELO ISOLADO 

 

Para avaliar o efeito da temperatura, foram inoculado 0,1 D.O/ml dos isolados em 

100 ml de caldo nutriente (tampão citrato pH 5.5), adicionados de Zn (400, 800, 1600 e 3200 

ppm) e Pb (0, 35, 65, 150 e 300 ppm). Os isolados foram incubados nas temperaturas de 25, 

30, 35, 40 e 45ºC, a 150 rpm, sendo analisadas a cada 24 horas, durante 3 dias.   

 

4.7 EFEITO DE FONTE DE CARBONO ADSORÇÃO/REMOÇÃO EM CHUMBO E 

ZINCO 

 

Para estudar os efeitos das fontes de carbono, foram utilizados o caldo nutriente pH 

5,5 adicionados das seguintes fontes de carbono na concentração de 1%: glicose, sacarose, 

lactose, frutose. O crescimento do isolado na temperatura de 30ºC durante 72 horas, a 150 

rpm, com Chumbo na concentração de 300 ppm e Zinco na concentração de 3200 ppm, 

separadamente. O experimento foi realizado em triplicada e os resultados apresentados como 

valores médios ± desvio padrão. 
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4.8 ANÁLISE DO CHUMBO E ZINCO RESIDUAL NO SOBRENATANTE DA 

CULTURA 

 

Os isolados foram cultivados na presença de diferentes concentrações de chumbo 

(35, 65, 150 e 300 ppm) e zinco (400, 800, 1600 e 3200 ppm), durante 72 horas. A 

concentração residual de íons dos metais no sobrenatante foi determinada utilizando-se 

espectrofotometria de absorção atômica, com chama de acetileno em comprimentos de onda 

específicos para Chumbo e Zinco. O instrumento foi calibrado através da execução de 

soluções em branco e padrão antes da análise de cada elemento. A espectrofotometria de 

absorção atômica por chama é um método de análise para determinar a presença de elementos 

químicos em amostras liquidas. O método consiste em identificar o elemento de interesse por 

absorção de ondas de radiação ultravioleta. O elemento químico em estudo (metais) absorve 

um comprimento de luz específico que nenhum outro elemento absorve, passando para um 

estado excitado (absorção de energia), consequentemente aumentando o número de átomos 

presentes no caminho da radiação emitida. A quantidade específica de radiação absorvida 

pelos átomos da fonte de luz permite determinar a concentração do elemento de interesse no 

estudo (RODRIGUES et al., 2012). 

As análises de metais das amostras de solo, sobrenadante e massa celular foram 

realizadas no Laboratório de Análises Químicas, da Universidade Federal Fluminense, Pólo 

Vila Santa Cecília, Volta Redonda. 

 

4.9 ANÁLISE DO CHUMBO E ZINCO ADSORVIDOS NAS CÉLULAS 

 

Para a análise do Chumbo e Zinco adsorvidos nas células foi realizada a metodologia 

de Digestão via úmida nitro-perclórica (NP), adaptado de ZasouskeBurau, (1977). À massa 

celular seca foram adicionados 3,5 mL de ácido nítrico P.A, a 25⁰C, ambiente termostatizado. 

Após repouso por uma noite, os tubos foram aquecidos em bloco digestor (80⁰C a 100⁰C), em 

capela, por aproximadamente 02 horas e 30 minutos, para evaporação do ácido utilizado para 

digestão. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de ácido perclórico P.A. e a temperatura foi 

gradativamente aumentada até atingir 200⁰C, procedendo-se a digestão até a dissipação de 

vapores emanados do tubo. Posteriormente, foram adicionados 10 ml de água deionizada à 

amostra mineralizada. As determinações de Zn e Pb foram feitas em Espectofotômetro de 
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Absorção Atômica no Laboratório de Análises Químicas, da Universidade Federal 

Fluminense, Pólo Vila Santa Cecília, Volta Redonda 

 

4.10 PROVAS BIOQUÍMICAS PARA A CARACTERIZAÇÃO DO ISOLADO 

RESISTENTE AO CHUMBO E ZINCO 

 

Para a identificação do isolado D, foram realizados os seguintes testes bioquímicos: 

Coloração de Gram (NEDER, 2000), Triple Sugar Iron Agar (HAJNA, 1945), Teste do 

Citrato (MURRAY et al., 1940), Urease (HOGAN et al, 1983), Catalase (SPECK, 1984), 

Indol (MURRAY et al., 1940), Metil Red (CLARKE, 1941), Voges-Proskauer (MacFaddin, 

1980), Hidrogeneon Sulfite (PADRON, 1972), Litmus Milk (SKERMAN, 1959), Oxidase 

(MURRAY, 2007), Redução de Nitrato (COLLINS, 1969) e Fermentação de Carboidrato 

(DAVIS, 1955).  

 

4.11 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DO ISOLADO D 

 

A identificação molecular foi realizada pela Fundação André Tosselo, situada em 

Campinas, São Paulo. 

Para a identificação molecular o DNA foi extraído com kit comercial (UltraClean® 

Microbial DNA Isolation Kit - MoBio) segundo as instruções do fabricante. A amplificação 

do DNA alvo através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) se deu por meio dos 

oligonucleotídeos iniciadores 27F (5’ – AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3’) e 1492R (5’ – 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT – 3’).  

Após corrida eletroforética em gel de TBE1X-agarose 1% (p/v), o produto foi 

purificado através do UltraClean® PCR Clean-Up Kit (MoBio). Após nova corrida 

eletroforética em gel de TBE1X-agarose 1% (p/v), o produto purificado foi quantificado, 

concentrado, aliquotado e acrescido do oligonucleotídeo (27F) utilizado para seqüenciamento. 

Este material, já aliquotado, foi seqüenciado no 3730xl DNA Analyzer.  

As sequências foram alinhadas e construído um consenso com o auxílio do programa 

CodonCodeAligner. A classificação taxonômica da sequência nomeada FAT150013 se 

baseou na comparação de sequências entre a obtida da amostra e as depositadas no GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/) via BLASTn. As sequências de DNA obtida das amostras enviada 
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foi alinhada com sequências similares disponíveis no banco de dados e construída uma árvore 

fenética com auxílio do programa MEGA6.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Após a identificação do local com a maior concentração de metais no solo, ponto P7, 

concentrações Zn: 1213,517ppm e Pb: 226,083 ppm, foi realizada uma nova coleta solo para o 

isolamento das bactérias resistentes a Chumbo e Zinco.  

Após o isolamento das bactérias presentes no solo da segunda coleta, realizada dia 14 

de Abril de 2014, foram contabilizadas 9 diferentes colônias, 5 no meio suplementado com 

Chumbo (35, 65, 150 e 300 ppm) e 4 no meio suplementado com Zinco (400, 800, 1600 e 

3200 ppm). Estas foram distinguidas e diferenciadas inicialmente pelas formas e coloração 

apresentadas. 

 

5.1 TESTE TAMPÃO 

 

Após o teste para a identificação do crescimento das bactérias nas soluções tampões 

com pH 5,5, o tampão citrato apresentou-se como o mais indicado, devido pouco ou nenhuma 

variação do pH  durante o crescimento dos isolados. Um novo teste foi realizado com todas as 

bactérias, sendo estas inoculadas em meio caldo nutritivo sem tampão citrato e sem metal, 

tampão citrato sem metal, tampão citrato + Pb 100 ppm, tampão citrato + Pb 200 ppm, 

tampão citrato + Zn 400 ppm, tampão citrato +Zn 800 ppm. Após o período de 24 horas 

ocorreu o crescimento do isolado D em todas as variações, sendo este selecionado para as 

posteriores análises conforme Tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3: Crescimento dos isolados no caldo nutriente com tampão Citrato suplementado com 

Chumbo das bactérias isoladas do solo contaminado na 2° coleta com Pb e Zn. 

 

Isolados 
Meio Sem Tampão e 

sem Metal 

Citrato / Sem 

metal 
Citrato + Pb 100 Citrato + Pb 200 

Bac A Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac B Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac C Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac D Cresceu Cresceu Cresceu Cresceu 

Bac E Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac F Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac G Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac H Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac I Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

 

 

Tabela 4: Crescimento dos isolados no caldo nutriente com tampão Citrato suplementado com 

Zinco das bactérias isoladas do solo contaminado na 2° coleta com Pb e Zn. 

 

Isolados 
Meio Sem Tampão e 

sem Metal 

Citrato / Sem 

metal 
Citrato + Zn 400 Citrato + Zn 800 

Bac A Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac B Cresceu Cresceu Cresceu Cresceu 

Bac C Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac D Cresceu Cresceu Cresceu Cresceu 

Bac E Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac F Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac G Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac H Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 

Bac I Cresceu Não Cresceu Não Cresceu Não Cresceu 
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5.2 PROVAS BIOQUÍMICAS 

 

5.2.1 Coloração Gram Dos Isolados 

 

As colônias de bactérias isoladas em ágar nutriente suplementado com chumbo e 

zinco foram submetidas ao teste de coloração de Gram, conforme descrito por Neder (2000), 

como primeiro critério para auxiliar na identificação. Dessa forma as colônias isoladas foram 

ativadas em novos tubos de ensaio com os referidos meios de cultura, e estes incubados por 

24 horas em estufa bacteriológica.  

Após o período de incubação foi realizado o esfregaço das colônias em lâminas de 

vidro contendo uma gota d’água destilada/deionizada esterilizada, com posterior secagem e 

fixação de células. Em seguida foi adotado o procedimento de Neder (2000), com a utilização 

de cristal violeta, lugol, acetona e fucsina para coloração das lâminas. Foi realizada a 

Coloração Gram para a identificação quanto à forma das bactérias que cresceram em Chumbo 

e Zinco. A Coloração de Gram permite a identificação da morfologia (esférica, bastonete, 

espiralada ou vibrião), a dimensão e o modo de agrupamento das células. Bactérias Gram 

negativas, quando tratadas com etanol, o lipídio na membrana externa é dissolvido e 

removido. Isto rompe a membrana externa e aumenta sua permeabilidade. Assim o complexo 

corante (cristal violeta) pode ser removido, descorando a bactéria Gram negativa, que pode 

então ser tingida com o corante de fundo safranina (TORTORA, 2000).  O isolado D 

escolhido para as análises posteriores, conforme Tabela 5, é um bacilo Gram negativo.  

 

Tabela 5: Teste de coloração Gram nas Bactérias isoladas em solo contaminado com Chumbo 

e Zinco 

Bactéria A Gram Positiva Cocos 

Bactéria B Gram Positiva Bacilo 

Bactéria C Gram Positiva Bacilo 

Bactéria D Gram Negativo Bacilo 

Bactéria E Gram Positiva Bacilo 

Bactéria F Gram Negativa Bacilo 

Bactéria G Gram Positiva Cocos 

Bactéria H Gram Negativa Bacilo 
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Bactérias Gram negativas tem ganhado interesse crescente como organismos modelos 

para detoxificação de metais pesados e para fins biotecnológicos. A resistência de bactérias 

aos cátions de metais de transição é predominantemente baseada na resistência devida aos 

genes (ROZYCKI e NIES, 2009). 

Estão relatadas na nomenclatura resistências da bactéria bacilo Gram negativa 

Cupriavidus metallidurans CH34 a arsênio (AsO4
-3

), bismuto (Bi
+3

), gadolínio (Gd
+3

), ouro 

(Au
+
), prata (Ag

+
), selenito (SeO3

-2
), tálio (Tl

+
) e urânio (U

+2
) , entretanto, a maioria dos 

mecanismos ainda não estão totalmente esclarecidos (BIONDO, 2008). 

A bactéria Ochrobactrum anthropi é um bacilo Gram negativo, classificado como 

Achromobacter e atualmente reconhecido como pertencente ao gênero Ochrobactrum. Este 

organismo tem distribuição ambiental ampla, sendo encontrada na água, no solo, em plantas 

entre outros ambientes. Embora seja considerado um agente patogênico oportunista em 

pacientes imunocomprometidos, é crescente o reconhecimento de que seja um agente casual 

de hospedeiros saudáveis (OZDEMIR et al., 2006). 

Cepas de Ochrobactrum apresentam interesse particular para biorremediação. São 

capazes de degradar pesticidas organofosforados, solventes tóxicos, resíduos de petróleo 

(SELEEM et al., 2006) e, também são capazes de remover cromo, chumbo, zinco e outros 

metais tóxicos do ambiente (OZDEMIR, et al., 2003, CHENG et al., 2010). 

Segundo estudo de Borba (2010), onde foi avaliada a capacidade de bioacumulação 

de metais pesados, Bacillus subtilis (bactéria Gram-positiva) bioacumulou taxas bem 

inferiores de metais-pesados quando comparadas com as bactérias Gram-negativas 

Ochrobactrum anthropi e Cupriavidus metallidurans. Estes resultados são corroborados por 

Hu (1992), que justifica o fato das bactérias Gram-negativas apresentarem maior capacidade 

de adsorção do que as bactérias Gram-positivas, devido ao maior teor de lipídios da 

membrana externa.  

 Após a determinação do Isolado D como a mais indicada para a realização da 

pesquisa, foi realizado os testes bioquímicos (Tabela 6): Triple Sugar Iron Agar, Teste do 

Citrato, Urease, Catalase, Indol, Metil Red, Voges-Proskauer, Hidrogeneon Sulfite, Litmus 

Milk, Oxidase, Redução de Nitrato, Fermentação de Carboidrato (Tabela 6), e a identificação 

molecular pela Fundação André Tosselo, situada em Campinas, São Paulo. 
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Tabela 6: Provas bioquímicas no isolado D 

 

Teste Bioquímico Resultado 

Coloração de Gram Bacilo Gram Negativo 

Triple Sugar Iron Agar Ácido 

Teste do Citrato Negativo 

Urease Negativo 

Catalase Positiva 

Indol Negativo 

Metil Red Negativo 

Voges-Proskauer  Negativo 

Hidrogeneon Sulfite  Positivo sem motibilidade 

Litmus Milk  Proteólise 

Oxidase  Negativo 

Redução de Nitrato  Positivo 

Fermentação de Carboidrato (Sacarose, Glicose, 

Frutose, Maltose, Xilose, Galactose) 

Positivo fermentativo (para 

todas as fontes de carbono) 

 

 

5.3 ANÁLISE MOLECULAR DO ISOLADO D 

 

A análise molecular foi realizada na Fundação André Tosselo, Campinas, onde foi 

possível somente a identificação até a família Enterobacteriaceae. 

Conforme resultado do Laboratório a amostra referencia resultou uma similaridade 

de < 97% quando comparada com a seqüência depositada no GenBank mais similar a ela.  

Assim, com a base nas seqüências depositadas naquele banco de dados a espécie avaliada 

permanece indeterminada, sendo assim, a identificação deve ser confirmada a partir de outras 

análises moleculares e técnicas bioquímicas.  

Classificação Taxonômica (NCBI): Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; 

Enterobacteriales; Enterobacteriaceae.  

As bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae são bastonetes Gram-negativos 

de até 3 mm de comprimento, fermentam a glicose entre outros açúcares, são oxidase negativa 

e catalase positiva, anaeróbios facultativos e não formadoras de esporos, crescem bem em 
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ágar MacConkey, pois não são inibidos pelos sais biliares presentes no meio. A família 

contém mais de 40 gêneros e mais de 180 espécies. Constituem os principais componentes da 

microbiota intestinal humana normal, sendo relativamente incomum em outros locais do 

organismo (MURRAY et al. 2004). 

As enterobactérias podem ser agrupadas em três categorias: agentes patogênicos, 

patógenos oportunistas e agentes não patogênicos. Aqueles que não têm importância 

patogênica para animais e humanos, tais como Hafnia e Erwinia podem ser isolados de fezes, 

do ambiente e podem contaminar amostras clínicas. Patógenos oportunistas são aqueles que 

podem causar, ocasionalmente, doença clínica em diferentes locais. Os principais agentes 

patogênicos, são responsáveis por doenças entéricas e sistêmicas e até infecções hospitalares, 

são E. coli, Klebsiella sp., Proteus sp., Enterobacter sp. e Serratia marcescens, representam 

80% de todos os bastonetes Gram-negativos e 50% de todas as bacteremias observadas 

clinicamente (MURRAY et al. 2004). 

É valido acrescentar que, devido ao metabolismo de grande parte dos representantes 

da família Enterobacteriaceae ser anaeróbio facultativo, os enriquecimentos utilizados neste 

trabalho não seriam capazes de excluí-los. Além disso, representantes do gênero Enterobacter, 

já foram relatados como capazes de utilizar o lactato de sódio como fonte de carbono, ou 

mesmo o citrato (GRIMONT & GRIMONT, 2006). Outra questão importante é a taxonomia 

deste gênero que é considerada como altamente heterogênea ao se considerar outros 

representantes da família Enterobacteriaceae (GRIMONT & GRIMONT, 2006).  

 

5.4 ANÁLISE DO ISOLADO D NO MEIO DE CULTURA COMPLEMENTADO COM 

CHUMBO 

 

5.4.1 Efeito do pH no crescimento, na redução de Pb no sobrenadante da cultura e adsorção de 

Pb pelo isolado D 

  

Muitos microrganismos exibem a habilidade de crescer em altas concentrações de 

metal tóxico. Os fatores ambientais como o pH, o suprimento de nutrientes e oxigênio, 

presença de outros íons metálico, agentes quelantes e concentração celular influenciam na 

toxicidade dos metais (VALDMAN e LEITE, 2000). 
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As bactérias possuem caráter aniônico em  pH de solo e de água. As cargas negativas 

são originadas da ionização dos radicais carboxílicos, fosfáticos, hidroxílicos e sulfídrilicos 

encontrados nos polímeros da parede celular (BEVERIDGE, 1989; MOREIRA e SIQUEIRA, 

2002). Pegoraro et al. (2006), ressaltam que o pH atua direta e indiretamente sobre a 

biodisponibilidade dos íons metálicos. 

O Isolado D foi crescido em caldo nutriente complementado com concentrações 0, 

35, 65, 150 e 300 ppm de chumbo em diferentes valores de pH (3.5; 4; 4.5; 5; 5.5 e 6), na 

temperatura de 30°C para verificar em qual pH obtém-se o melhor crescimento e adsorção.  

Após as análises das variações de pH no Isolado D constatou-se que tanto para o 

crescimento bacteriano (Figura 2), quanto para a redução do Chumbo no sobrenadante (Figura 

3), dentre os valores de pH inicial, o pH ótimo foi o de 5.5 observando-se uma redução de até 

71,29% de chumbo no sobrenadante e a adsorção de 32,258 ppm/g de célula seca pelo 

microrganismo, sendo este pH escolhido para uso nas análises das variações de temperatura e 

fontes de carbono. 

Os resultados apresentados na Figura 2 demonstraram que as distintas concentrações 

de chumbo não limitaram circunstancialmente o crescimento do Isolado D durante o período 

de cultivo. O isolado D apresentou crescimento durante as 72 horas de incubação no pH 3.5 

(Fig. 2D) em todas as concentrações de chumbo analisadas. Estudo realizado por Ueki et al., 

(2003) com a bactéria Escherichia coli modificada geneticamente também demonstrou 

crescimento durante o período de cultivo (72 horas) em alta concentração de Chumbo (635,5 

mg L
-1

), evidenciando que microrganismos com tolerância/resistência a presença de metal 

tóxico podem ser potencialmente utilizados em processo de biorremediação/adsorção.  

Pode-se destacar o crescimento do isolado D no pH 5.5 (2E), na maior concentração 

analisada que produziu ao final de 48 horas de cultivo 3.533 gL⁻¹ de massa celular seca, na 

concentração de 300 ppm de chumbo (Figura 2). Ainda analisando o crescimento do isolado 

D no pH 5.5 (2E) apenas nas concentrações iniciais de 150 e 300 ppm de chumbo, houve um 

decréscimo após 48 horas de incubação.   

Ao analisar o crescimento do Isolado D, observa-se que os valores de pH 3.5 e 4.0 

(mais baixos) pode ser um fator inibitório de crescimento nas diferentes concentrações do 

metal. Pode-se observar que houve uma diminuição na taxa de crescimento proporcional a 

diminuição do pH inicial.   



 

 

 

                          

                     

Figura 2: Efeito do pH no crescimento do Isolado D após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Chumbo nas concentrações 0, 

35, 65, 150, 300 ppm na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±.

(A) 

(D) 

(B) (C) 

(E) (F) 
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Diferente do que encontrado neste estudo, onde o pH ótimo encontrado é 5.5, 

segundo Evans et al. (2002), Salmonella (espécie da família Enterobactereacea) cresce em 

intervalo de pH 4.0 a 9.0, com crescimento ótimo na faixa de 7,0. Os resultados deste estudo 

estão de acordo com Gast (2003), que ao analisar a bactéria Enterococcus faecalis observou 

que esta é capaz de sobreviver em pH na faixa de 2 a 10, tendo um crescimento ótimo 

encontrado no pH 5,5.  

O Isolado D no final do período de cultivo apresentou valores de biomassa próximos 

aos valores encontrados nas amostras cultivados na ausência do metal demonstrando 

habilidade em sobreviver a estas concentrações de chumbo. 

A redução mais drástica no crescimento ocorreu na concentração de 35 ppm de 

chumbo no pH 4.0 (0,550 gL⁻¹ de massa celular seca), porém não foi inibitória, sendo que o 

Isolado D foi capaz de resistir ao chumbo, o que sugere o desenvolvimento de adaptação 

fisiológica ao metal. 

Pesquisas na literatura revelam potencial de tolerância/resistência de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas em diferentes concentrações de metais. Sharma e Fulekar (2009), 

verificaram que a cepa bacteriana Gram-negativa Citrobacter freunddii possui capacidade de 

crescimento em diferentes concentrações de chumbo e zinco sendo capaz de crescer até a 

concentração de 800 mg L
-1  

de Pb e Zn, assim como verificado neste estudo, onde o Isolado 

D foi capaz de crescer mesmo em concentrações  de 300 ppm de Pb e 3200 ppm de Zn. 

Kim et al. (2007), testando as habilidades de crescimento de Bacillus em presença de 

diferentes concentrações de metais verificaram que apenas um isolado foi capaz de crescer em 

400 mg L
-1

 de chumbo, cobre e zinco. 

Segundo Tangaromsuk et al., (2002), a bactéria Gram-negativa Sphingomonas 

paucimobilis cultivada em presença de cádmio não apresentou crescimento constante, durante 

as 72 horas analisadas, quando comparadas as amostras cultivadas na ausência do metal. 

Além disso, o cádmio foi inibitório uma vez que não se observou aumento de crescimento no 

meio com metal. Assim como no estudo acima, também não foi observado o crescimento 

constante durante as 72 horas de análise do crescimento do Isolado D nos pH 4; 4.5; 5; 5.5 e 6 

para algumas variações de concentrações estudadas. 

Neste estudo, não podemos afirmar que o chumbo alterou o padrão de crescimento 

normal do Isolado D quando comprado ao crescimento do controle. Entretanto pode-se dizer 
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que o chumbo não inibiu o crescimento do Isolado D, atribuindo a esta bactéria 

resistência/tolerância ao metal nas concentrações utilizadas. 

Bactérias tolerantes a metal podem desenvolver vários mecanismos de resistências e 

detoxificação (BRUINS et al., 2000). Em alguns casos, a resistência bacteriana a metais 

foram mostradas, para apresentar diferenças na absorção e/ou transporte do metal toxico, 

enquanto em outros casos, o metal é enzimaticamente transformado, por oxidação, redução, 

metilação ou desmetilação, em espécies químicas que sejam menos tóxicas ou mais voláteis 

do que o composto original (WILLIANS; SILVER, 1984).  

Pesquisas apontam grande relação entre componentes do meio, como fontes de 

carbono, nitrogênio e fosfato na acumulação de metais (SING; YU, 1998; DONMEZ; AKSU, 

2001). 

Conforme Ellis (2003) exposição dos microrganismos aos metais leva ao 

desenvolvimento da tolerância pela comunidade microbiana exercendo pressão seletiva a 

resistência aos metais, então esses organismos por sua vez podem ser utilizados na remoção 

de metais, dado este que corrobora com os resultados deste trabalho, visto que mesmo em 

concentração de 300 ppm de Pb não houve inibição do crescimento do Isolado D, que é 

proveniente  de solo contaminado com chumbo. 

Em estudos realizados por Boechat (2014) isolados bacterianos de Kluyvera 

intermédia e Klebsiella oxytoca, avaliadas em diferentes pH na concentração de 200 ppm de 

Pb apresentaram o máximo de crescimento no pH 6,5, seguido dos demais pHs iniciais. A 

produção celular do isolado bacteriano de Kluyvera intermédia não diferiu nos pHs 5.0; 6.0 e 

7.0. Porém, no pH 6,5 atingiu o maior crescimento. Diferentemente do estudo de Boechat 

(2014), no presente estudo, o Isolado D em uma concentração mais alta (300 ppm) obteve o 

melhor crescimento no pH 5.5 (Fig. 2E), seguido dos pH 5; 6; 3.5; 4 e 4.5 (Fig. 2D, 2F, 2A, 

2B e 2C respectivamente). O pH da matriz de crescimento é um dos parâmetros mais 

importantes que afetam o processo de adsorção de metais pesados (DONMEZ & AKSU, 

1999), como foi observado na adsorção de Chumbo pelo Isolado D nas Figura 4.  

Ainda conforme estudo de Boechat (2014), não foi observado crescimento dos 

isolados sob pH inicial do meio de 3.5 e 4.0 (mais ácidos), mostrando que todos os isolados 

das bactérias Kluyvera intermédia e Kluyvera intermédia são dependentes de pHs neutros ou 

próximos a neutralidade, porém neste estudo ocorreu o crescimento do Isolado D nos valores 

de pH 3.5 e 4.0, mesmo que menores quando relacionados à pH de valores mais altos 



57 

 

 

 

estudados neste trabalho. Segundo Boechat (2014), a biorremoção de chumbo e o crescimento 

microbiano são dependentes da temperatura, pH inicial e da concentração inicial de chumbo. 

Lemos et al. (2008) observaram que o pH ótimo para que ocorra a remoção de Zn e Pb 

sem que haja precipitação do mesmo foi de 5.0 e que acima deste valor pode ocorrer a 

precipitação do metal inviabilizando a sua remoção. O pH altera a solubilidade dos metais 

pesados, além de afetar a atividade dos grupos funcionais presentes na parede celular, que são 

sítios de ligação a esses elementos (SANNASI et al., 2006), porém neste estudo verificou-se o 

pH 5.5 (Fig. 3E) como o mais eficaz na remoção do Chumbo, assim como no crescimento da 

massa celular (Fig. 1E), não observando-se a precipitação de chumbo no meio caldo nutriente.   

A maior redução de chumbo no sobrenadante foi observada no pH 5.5 na 

concentração de 65 ppm (Fig. 3E). Faz-se importante destacar, que mesmo nos valores de pH 

abaixo de 5.5 analisados houve um percentual de redução de até 25,80%, no pH 3.5 para a 

concentração de 35 ppm de chumbo, sinalizando que trabalhos de bioacumulação podem ser 

realizados em solos apresentando variações de pH entre 3.5 a 6.0.  

A remoção de Pb no pH 5.5 mostrou-se eficiente em todas as concentrações 

estudadas neste trabalho. Este resultado vai de encontro ao estudo realizado por Gong (2005), 

onde ao analisar a remoção de chumbo do sobrenadante pela bactéria Spirulina maxima 

observou que o resultado foi dependente do pH da solução e a remoção máxima (95% de 

remoção no meio) foi obtida em uma solução de pH de aproximadamente 5.5. 

Diversos estudos revelaram grande potencial de remoção de Chumbo por 

comunidades bacterianas especificamente Pseudomonas cepacia, 86% de remoção em Pb 200 

ppm; (SAVVAIDIS et al., 2004), Enterobacter sp., 80% de remoção em 400ppm (LU et al., 

2006), Amycolatopsis sp., 85% de remoção em Pb 400 ppm (ALBARRACIN et al., 2008), 

Bacillus cereus, 92% de remoção em Pb 300 ppm (CHATTERJEE; LALITAGAURI, 2008) e 

Citrobacter freundii, 88% de remoção em Pb 400 ppm (SHARMA; FULEKAR, 2009). 



 

 

 

 

 

                         

                    

Figura 3: Efeito do pH na remoção de Chumbo no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Chumbo 

nas concentrações 35, 65, 150, 300 ppm, na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em 

valores médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) 

(E) 

(C) 

(F) 
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Inúmeras pesquisas discutem o efeito do pH sobre o desempenho de remoção de íons 

metálicos por diversos tipos de biomassa. Volesky et al., (1999), estudaram a capacidade de 

biossorção de cádmio por diferentes espécies de algas pertencentes ao gênero Sargassum e 

verificaram grande eficiência de remoção em pH 4.5, em valor inicial de 200 ppm no meio, 

tendo a redução de até 78% e conforme se elevou o pH, aumentou a redução de cádmio no 

sobrenadante da cultura.   

Neste estudo, assim como Voss e Thomas (2001), verificou-se que conforme se eleva 

o valor de pH, o percentual de remoção do chumbo também se eleva, porém discretamente. 

Deve-se destacar o menor percentual, que ocorreu no pH 4.5 (Figura 2C) na concentração 

inicial de 300 ppm, com uma redução máxima de 5,43% do chumbo no sobrenadante, assim 

como o maior percentual de redução no pH 5.5 (Figura 3E) com 71,29% com concentração 

inicial de 65 ppm. Quando falamos de valores absolutos, podemos destacar a remoção no pH 

5.5 (Figura 3E) na concentração de 300 ppm de chumbo, que obteve a redução percentual de 

63,3%, inferior a redução percentual de 65 ppm (71,29%), porém ao verificar-mos em valores 

absolutos, temos 46,34 ppm e 190,86 ppm de chumbo retirados do meio respectivamente (Fig. 

3E). 

Donmez e Aksu (1999), relataram bioacumulação de Cu (II) por várias cepas de 

leveduras: Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Schizosaccharomyces 

pombe e Candida sp. Tais autores verificaram que a bioacumulação foi dependente da 

concentração inicial de Cu (II) e também do pH. A adsorção de cobre aumentou 

significativamente com o aumento de pH 2.0- 6.0, independentemente da espécie de Bacillus 

(LO et al., 2003), assim como foi observado na remoção do chumbo pelo Isolado D na 

concentração inicial de 65 ppm de chumbo, que teve o aumento da remoção conforme o 

aumento do pH, só decrescendo no pH 6.   

Luo et al., (2006), ao avaliaram a adsorção de chumbo pela alga castanha, Laminaria 

japonica, concluíram que a adsorção do chumbo e fortemente condicionada pelo valor de pH 

e observaram que o valor de pH para o qual a remoção é máxima e de 5.3, tendo observado 

uma redução de 74% de chumbo do meio. 

Lu et al., (2006), investigaram a cinética e equilíbrio de adsorção de diferentes íons 

metálicos utilizando a biomassa de Enterobacter sp. Tais autores verificaram que ajustando o 

pH para 3,0 levou a quase completa remoção de chumbo e cádmio, porém neste trabalho foi 

encontrado uma maior eficiência na adsorção de Pb pelo Isolado D no pH 5.5 (Figura 4E), 
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onde ocorreu a remoção de aproximadamente 32 ppm de Pb/g de massa celular seca. Neste 

estudo o menor pH avaliado foi 3,5 (3A) que apresentou uma adsorção máxima de 

aproximadamente 2,2 ppm de Pb/g de massa celular seca para a concentração inicial de 150 

ppm de Pb. 

A eficiência de um processo de remoção de metais não depende apenas do 

microrganismo utilizado, mas também do tipo de íon e sua concentração, temperatura, pH, e 

presença de outros íons. Estes parâmetros são extremamente relevantes para a eficácia de todo 

o processo. Neste sentido, os fatores que influem na capacidade de remoção de um metal por 

um microrganismo devem ser minuciosamente controlados (TEODÓSIO, 2011) 

Os métodos convencionais utilizados na remoção de metais, tais como precipitação 

química, membrana de separação ou resina de troca iônica, podem ser muito caro e, às vezes, 

não muito eficazes. O tratamento a base de sistemas biológicos, oferece redução dos níveis de 

metais tóxicos aos limites ambientalmente aceitáveis a custo relativamente baixo e se 

comparado aos processos físico-químicos (VOLESKY, 2001; KADUKOVA; VIRCIKOVA, 

2005). 

Foi analisado o efeito do pH na adsorção de Pb pelas células do Isolado D (Figura 4),   

observou-se que o pH 5.5 (Figura 4E) teve a maior adsorção de Chumbo pelo microrganismo, 

apresentando um valor máximo de adsorção de 32,258 ppm/g de célula seca em uma 

concentração inicial de 300 ppm de chumbo. Deve-se destacar que a adsorção de chumbo pelo 

microrganismo apresentou-se com maior valor em todas as concentrações testadas de chumbo 

no valor inicial de pH 5.5. 

Foi observado que a adsorção de chumbo foi dependente da concentração do metal 

para os valores de pH 5.0 e 5.5 (Figura 4D e 4E), variando proporcionalmente com a 

concentração do chumbo usada, ou seja, conforme aumentava-se a concentração de Pb, a 

adsorção do metal pelo Isolado D também aumentava. O Isolado D apresentou a menor 

adsorção de metal no pH 3.5 (Figura 4A) com a concentração inicial do meio caldo nutriente 

de 35 ppm de chumbo, apresentando uma adsorção de 0,432 ppm de Pb. 

Os resultados apresentados na figura 4 revelam que houve diferenças na adsorção de 

chumbo pelas biomassas, acompanhando o aumento das concentrações do metal. A adsorção 

de chumbo foi maior em relação às concentrações mais elevadas, enquanto que em relação à 

remoção percentual (%) no sobrenadante (Figura 3), os maiores índices foram correlacionados 

as menores concentrações inicial. 



 

 

 

 

 

                               

                 

Figura 4: Efeito do pH na adsorção de Chumbo pelo isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Chumbo nas 

concentrações 35, 65, 150, 300 ppm na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores 

médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) 

(E) 

(C) 

(F) 
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  Os maiores índices de capacidade de adsorção embora tenham ocorrido na 

concentração mais elevada de chumbo (Figura 4), os teores remanescentes do metal em 

solução (Figura 3) foram proporcionalmente maiores, resultando em menores taxas de 

remoção percentual. Comportamento semelhante foi observado por Souza et al. (2008), em 

relação a adsorção de cobre por diferentes espécies de fungos zoospóricos. Tais autores 

relataram que houve aumento na capacidade de adsorção e concomitante diminuição na 

remoção percentual em relação ao aumento da concentração inicial do metal. 

É sabido que o pH tem significantes efeitos na solubilidade, especiação e capacidade 

de adsorção dos metais pesados (SHENG 2004; ABU AL-RUB, 2006). Os diferentes valores 

de pH podem ser atribuídos à natureza das interações químicas de cada componente com as 

células microbianas (KIRAN et al., 2005). O pH pode influenciar a adsorção dos íons 

metálicos pela competição entre o metal e os íons H
+
 pelos sítios ativos. Adicionalmente, a 

dependência do pH na captação das espécies metálicas pela biomassa pode ser também 

justificada pela associação-disociação de certos grupos funcionais tais como os grupos 

carboxilas (YALÇINKAYA et al., 2002; EVANS et al., 2002). É conhecido que, para baixos 

valores de pH, os grupos carboxílicos não estão dissociados e não podem ser ligados aos íons 

metálicos na solução, embora eles possam tomar parte nas reações de complexação. 

Outro dado a se observar é o efeito da concentração da biomassa na adsorção de 

Chumbo, quando a concentração da biomassa se incrementa a percentagem de remoção 

aumenta. Com uma maior concentração de biomassa, obtém-se a maior percentagem de 

remoção, sendo que esse fato pode ser atribuído ao incremento da área superficial de adsorção 

e à disponibilidade de sítios livres de adsorção.  

O efeito do tempo de contato na adsorção de Pb por isolado D é observado que a 

quantidade em ppm captada de chumbo foi crescente em todo o período de 72 horas. Para as 

faixas de concentração do metal utilizado, observou-se que, com o aumento da concentração 

inicial de chumbo, ocorreu um aumento na remoção do íon. Segundo Van Hullebusch et al., 

(2003), se há uma maior concentração metálicas na solução, elas ocuparão os sítios ativos 

presentes nas bactérias, efetuando-se o processo de adsorção mais eficientemente. Dessa 

forma, a quantidade de íons metálicos captados pela biomassa será maior, por ser diretamente 

proporcional à concentração inicial do metal na solução. 

Voss e Thomas (2001), ao estudarem a remoção de chumbo, cobre e manganês por 

Bacillus sp e Pseudomonas sp, verificaram maior capacidade de remoção de chumbo para 
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Bacillus sp no primeiro período de cultivo. Entretanto a capacidade de remoção de chumbo 

por Pseudomonas sp aumentou 65% quando comparado a Bacillus sp quando o tempo de 

crescimento das células passou de 16 para 90 horas. Desta forma tais resultados sugerem 

maior capacidade de remoção de chumbo pela bactéria Gram-negativa do que pela bactéria 

Gram-positiva em crescimento ativo. A remoção de Pb pelo do Isolado D em todas os valores 

de pH, assim como em todas as concentrações de Pb, pode estar relacionado ao fato o Isolado 

D ser uma bactéria Gram-negativa, que conforme estudo de Voss e Thomas (2001), torna-se 

eficiente na adsorção de Pb.  

Para encontrar o pH ótimo para a adsorção de Pb (concentração inicial de 100 ppm) 

pela bactéria E. faecium, Yilmaz et al. (2010), realizaram experimentos em diferentes valores 

de pH inicial variando de 1.0 a 6.0. Estes autores concluíram que o processo de remoção dos 

íons Pb é fortemente dependente do pH e os dois maiores valores de adsorção foram obtidos 

em pH 5 e 6, verificaram também que eficiência de remoção de íons Pb de E. faecium caiu 

drasticamente no pH ≤ 4.5. Isso corrobora com nossos dados onde observou-se a menor 

adsorção de Pb pelo Isolado D no pH 4.5. 

Voss e Thomas (2001) verificaram que alterando o pH de 5.0 para 3.0 diminuiu a 

quantidade de metal adsorvido. Esse decréscimo foi de 55,05 % para Cu
²+

 em Pseudomonas 

sp.. A biomassa nestas condições apresenta potencial para remoção de íons metálicos 

carregados positivamente. Este mesmo resultado foi observado neste estudo, porém para a 

alteração do pH 5.0 para 3.5, onde foi diminuída a quantidade de adsorção de Pb pelo Isolado 

D. 

Segundo Boechat (2014), em meio complementado com 200 mg L
-1

 de chumbo a 

bactéria Kluyvera intermédia adsorveu 49% de chumbo no meio, seguida por Klebsiella 

Oxytoca com a adsorção de 27%. Neste mesmo estudo, ainda foram avaliadas as adsorções 

destas bactérias nas concentrações de 400 mgL
-1

 e 600 mgL
-1

 paras as bactérias Kluyvera 

intermédia e Klebsiella Oxytoca tendo 18 e 22%, de remoção de Pb 400 mgL
-1

 e 26 e 23%, de 

Pb 600  mg L
-1

 respectivamente. 
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5.4.2 Efeito da temperatura no crescimento, na redução de Pb no sobrenadante da cultura e 

adsorção de Pb pelo isolado D 

 

Para a realização de um processo que seja eficaz e aproveite o máximo da capacidade 

do adsorvente é necessário que estudos relacionados à temperatura de adsorção sejam 

realizados sendo que normalmente esta se encontra em um intervalo entre 10 e 70 °C 

(COSSICH, 2000).  

 Após a escolha do pH 5.5, o Isolado D foi cultivado em meio caldo nutriente com 

concentrações iniciais de 0, 35, 65, 150 e 300 ppm de Chumbo e diferentes temperaturas (25; 

30; 35; 40 e 45), para verificar em qual obtém-se o melhor crescimento bacteriano, a redução 

de Pb no sobrenadante e adsorção de Pb pelo Isolado D. Todas as análises foram realizadas 

em triplicatas e os resultados expressados em valores médios. 

No período de 72 horas de incubação não foi possível distinguir um crescimento 

bacteriano considerado padrão (Figura 5). Em sua grande maioria, o isolado D apresentou 

crescimento em até 72 horas de avaliação. Ao se comparar a eficiência no crescimento através 

da análise do peso seco, observa-se um maior crescimento na temperatura de 30°C (Figura 

5B) na maior concentração de chumbo, 300 ppm, chegando a um crescimento de 3,533 g.L
-
¹ 

de massa seca celular, seguido pela temperatura de 35°C apresentando um crescimento da 

massa seca de 3,2 g.L
-
¹ (Figura. 5C).  

Segundo Diels et al., (1989), esta resposta do melhor crescimento na maior 

concentração de Chumbo no meio, 300 ppm (Figura 5B), pode estar relacionada à expressão 

de genes de tolerância ao chumbo codificados pelo plasmídeo durante as etapas de isolamento 

e purificação dos isolados em meio contendo chumbo, aumentando consideravelmente a 

tolerância. A resistência ao chumbo foi reconhecida cedo, como sendo plasmideal em           

R. metallidurans, embora só nas ultimas décadas fosse descrita em um nível molecular 

(BORREMANS et al., 2001). 

  



 

 

 

 

 

                       

                                                          

Figura 5: Efeito da temperatura no crescimento do isolado após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Chumbo nas 

concentrações 0, 35, 65, 150, 300 ppm no pH 5.5 em 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médio ±. 

(A) (B) 

(D) (E) 

(C) 
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As análises de crescimento nas temperaturas de 40°C e 45°C (Figuras 5D e 5E) 

apresentaram o menor crescimento entre as temperaturas avaliadas, sendo picos de 

crescimento de 0,893 g.L¹ e 1,133 g.L¹ respectivamente, ambos na concentração de 300 

ppm, indicando que Bactéria D é termotolerante ao Pb. 

Andrezza et al. (2010), observaram que o crescimento de Pseudomonas sp. se deu 

entre 20°C e 30°C, porém os autores descrevem o crescimento ótimo da bactéria sob a 

temperatura de 30°C com o crescimento de 2,112 g.L¹ em meio complementado com 400 

ppm de Pb, corroborando com os resultados deste trabalho. Chatterjee et al., (2012), 

observam uma faixa ótima de temperatura para o crescimento de duas bactérias resistentes 

a chumbo entre 37°C e 45°C.   

Pode-se observar na temperatura de 25°C (Figura 5A) o crescimento do isolado D 

foi semelhante em todas as concentrações, não havendo grandes diferenças no acúmulo de 

massa seca celular. Nas maiores temperaturas analisadas (40°C e 45°C), observa-se um 

decréscimo no crescimento do isolado D. 

O efeito da temperatura na redução de Chumbo no sobrenadante foi avaliado 

durante 72 horas, com análises a cada 24 horas. Verificou-se que a temperatura influenciou 

diretamente na eficiência de remoção de chumbo pelo Isolado D no sobrenadante (Figura 

6), foi observada que na temperatura de 30°C houve uma redução de 71,29% de chumbo 

no sobrenadante quando a concentração inicial foi 65 ppm (Figura 6B). A remoção nas 

outras faixas de temperatura (25°C, 35°C, 40°C, 45°C) não foi tão eficiente, se comparadas 

à temperatura de 30°C. Apesar disto, a capacidade de remoção de chumbo no 

sobrenadante, deve ser considerada visto que chegou a 22,22% de remoção na temperatura 

de 35°C na concentração de 300 ppm de chumbo (Figura 6C). A menor redução observou-

se na temperatura de 45°C (Figura 6E) após as 72 horas de crescimento (3,33%). Com esse 

resultado, o Isolado D mostra-se eficiente e tolerante a chumbo e a temperatura de 45°C, 

podendo assim ser utilizado em processos de biorremediação de solos que variam a 

temperatura ao longo do dia. Conforme Andrezza et al. (2010) esse comportamento é 

considerado uma vantagem metabólica no biotratamento de ambientes naturais 

contaminados em que a temperatura pode variar. 

A redução de chumbo do sobrenadante decresceu na seguinte ordem de 

temperatura para a concentração 35 ppm de 30°C > 35°C > 40°C > 45°C > 25°C; na 

concentração de 65 ppm 30°C > 35°C > 45°C > 25°C > 40°C; na concentração 150 ppm 



67 

 

 

 

30°C > 35°C > 40°C > 25°C > 45°C; e concentração 300 ppm 30°C > 35°C > 25°C > 40°C 

> 45°C.  

Estes percentuais de redução do chumbo no sobrenadante podem ser explicadas 

pelo fato de elevadas temperaturas, até certo limite, conduzir o aumento da atividade 

metabólica (PRESCOTT at al., 2002) e da energia do sistema, promovendo a absorção 

ativa ou a fixação do metal na superfície celular, respectivamente (KEFALA et al., 1999; 

GOYAL et al., 2003) ou ainda  compartilhar a peculiaridade  fenotípica  de sobreviver e 

manter as funções metabólicas ativadas  mesmo em temperaturas  elevadas  como acontece 

nos microrganismos termotolerantes. 

Khattri et al (2000) destaca que o aumento na temperatura pode afetar a 

solubilidade e o potencial químico do adsorvato. Desta forma, a alteração na temperatura 

de um processo conduz a uma mudança na capacidade de adsorção. 

Em processos de remoção, o efeito da temperatura sobre o sistema, afeta 

principalmente a constante de velocidade de remoção. Um aumento na temperatura pode 

ocasionar aumento de energia cinética e na mobilidade das moléculas do adsorvato e ainda 

provocar um aumento na taxa de difusão intra-partícula do adsorvato, o que pode incidir no 

decréscimo da adsorção do metal pelo microrganismo (JIMENEZ R., 2004). Fato este 

observado neste estudo, onde houve decréscimo da adsorção chumbo pelo isolado D 

conforme aumento da temperatura (Figura 6).  

Segundo Vegliò e Beolchini (1997), a temperatura na biossorção parece afetar 

apenas extensão dentro da faixa de 20ºC - 45°C. Temperaturas dentro desta faixa 

aumentam à sorção devido ao aumento da atividade de superfície e energia cinética do 

biossorvente, no entanto, danos físicos para o biossorvente podem ser esperados em 

maiores temperaturas, devido à natureza exotérmica da adsorção de alguns processos. Um 

aumento excessivo de temperatura foi observado como redutor da capacidade de 

biossorção da biomassa. 

 



 

 

 

 

 

                       

                                                       

Figura 6: Efeito da temperatura na remoção de Chumbo no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de 

Chumbo nas concentrações 35, 65, 150, 300 ppm, na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados 

expressos em valores médios ±. 
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Podemos observar neste estudo que conforme Vegliò e Beolchini (1997) 

afirmaram, quando a temperatura foi elevada no experimento, a taxa de remoção de 

redução do chumbo no sobrenadante foi decaindo. Ao elevar a temperatura de 25ºC para 

30ºC (Figuras 6A e 6B) foi observado um grande aumento no percentual de remoção do 

Pb. Foi observado que após o maior valor de remoção encontrado na temperatura de 30ºC 

(Figura 6B), conforme foi aumentando a temperatura foi decaindo o valor da remoção de 

Pb no sobrenadante, fato este que, conforme Vegliò e Beolchini (1997), em altas 

temperaturas, a parede celular pode ficar permanentemente danificada, e por este motivo, 

uma redução na taxa de ligação é observada.  

Estudos realizados por Takamatsu (1995), com o uso de proteobactéria do gênero 

Thiobacillus em meio complementado com Pb, Zn e outros provenientes de lodo, no pH 4 

a temperatura de 40°C, observou-se a remoção de 90% e 50% ,respectivamente, dos 

metais. Os resultados encontrado por Takamatsu (1995) discordam com os resultados 

achados neste estudo, visto que na temperatura de 40°C (Figura 6 D) o percentual de 

redução foi bem menor em todas as concentrações de chumbo utilizada. Este fato pode se 

explicado devido as bactérias usadas nestes estudos serem de espécies diferentes. 

A temperatura de 30°C (Figura 6B) parece afetar substancialmente na remoção de 

Pb no sobrenadante pelo Isolado D. Takamatsu (1995), relatam que em temperaturas mais 

altas geralmente aumentam a adsorção devido o aumento da atividade de superfície e 

energia cinética do soluto. No entanto, Vijayaraghavam et al., (2007) relatam que danos 

físicos para o microrganismo pode ser esperado em maiores temperaturas. 

A adsorção de íons metálicos não envolve reações de energia, e a remoção de 

metais em solução se dá devido aos fenômenos puramente físicos e interações químicas 

entre a biomassa e os metais em solução. O aumento excessivo da temperatura reduz a 

capacidade de adsorção da biomassa. Segundo Marder et al., (2003) foi observado que 

62,3 % de Cd
3+

 foram removidos em 1g de algas secas na temperatura de equilíbrio a 

20°C. Quando a temperatura foi elevada acima de 50°C, a percentual de adsorção de Cd
2+ 

do meio diminuiu.  

Basicamente, a adsorção é um processo de transferência de massa através da qual 

uma substância é transferida da fase líquida para a superfície de um sólido, e permanece 

ligada por interações físicas e/ou químicas. Korngold et al. (2002) revisaram mais de 100 

trabalhos, entre 1984 e 2005, sobre a aplicação de vários adsorventes de  baixo custo 
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derivado de resíduos agrícolas, subprodutos industriais ou material natural para a remoção 

de metais pesados (Cd
2+

, Cr
3+

, Cr
4+

, Cu
2+

, Ni
2+

 e Zn
2+

)
  

de efluentes contaminados. Em 

geral, a aplicabilidade da técnica e relação custo-benefício são fatores chave que 

desempenhem um papel importante na seleção dos mais adequados adsorventes para o 

tratamento de efluentes inorgânicos (AGUSTIONO et al., 2006).  

A adsorção (sorção e/ou absorção) de metais por microrganismos tem despertado 

a atenção de pesquisadores pela capacidade superior da biomassa microbiana em 

comparação com outros sorventes inorgânicos e orgânicos (KUREK et al., 1982). Estudos 

têm demonstrado que, na maior parte dos casos, a bioacumulação de metais por 

microrganismos se deve a fenômenos de superfície (adsorção e/ou precipitação) 

(BEVERIDGE, 1989; SHOKOHIFARD et al., 1990; COLLINS ; STOTZKY, 1992).  

Eventualmente, conforme o tipo de metal e do microrganismo, a adsorção supera 

o número de cargas, com ocorrência de precipitados, de tal forma que se tem desenvolvido 

filtros biológicos para retirar metais pesados de soluções (BEVERIDGE; MURRAY, 

1976). 

O efeito da temperatura na adsorção de Pb pelo Isolado D pode ser observado na 

Figura 7. A maior adsorção de chumbo pelo Isolado D foi observada na temperatura de 

30°C (Figura 7B) na concentração inicial de 300 ppm de chumbo, com a concentração de 

32,258 ppm/mg massa seca seguida da temperatura de 35C° (Figura 7C) com a adsorção 

de 13,795 ppm/mg massa seca na concentração de 300 ppm e a menor absorção foi 

observada na temperatura de 40C° ppm/mg massa seca com concentração de 35 ppm. 

A adsorção do chumbo após 72 horas pelos microrganismos decresceu na seguinte 

ordem de temperatura (Figura 7): 35 ppm 35°C > 30°C > 45°C > 25°C > 40°C; 65 ppm 

35°C > 40°C > 25°C > 45°C > 30°C; 150 ppm 35°C > 40°C > 30°C > 45°C > 25°C; 300 

ppm 30°C > 35°C > 40°C > 45°C > 25°C (Figura 7). Embora os mecanismos de resistência 

bacteriana estão sendo estudados muito cuidadosamente, os exatos mecanismos por trás da 

resistência ao elemento Chumbo permanecem vagos (HYNNINEN, 2010). Várias 

Zn²
+
/Cd²

+
 ATPase de efluxo são conhecidas para transportar também Pb²

+
 (RENSING et 

al., 1998) e além disso, o seqüestro de chumbo é conhecido por ser utilizado como um 

mecanismos de resistência (LEVINSON et al., 1996; LEVINSON; MAHLER, 1988; 

MIRE et al., 2004). 

 



 

 

 

 

 

 

                   

                                                

(A) (B) (C) 

(D) (E) 

Figura 7: Efeito da temperatura na adsorção de Chumbo pelo Isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Chumbo nas 

concentrações 35, 65, 150, 300 ppm em 150 rpm no pH 5,5. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios. 
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Os mecanismos moleculares por traz do seqüestro de chumbo, ainda são poucos 

claros. Um dos poucos determinantes conhecidos da resistência de chumbo e codificado 

pelo agrupamento de genes pbrTRABCED oriundo de C.metallidurans CH34 

(BORREMANS et al., 2001). No entanto as suas funções exatas na resistência ao Pb são 

desconhecidas (HYNNINEN, 2010). 

Zhou e Kiff (1996) relataram que a eficiência de remoção de Cu
2+

 por R. arrizus 

foi maior nas baixas concentrações iniciais. O tempo de contato curto (2,83 segundos) com 

a biomassa sugere que a adsorção na superfície da célula bacteriana é o principal 

mecanismo de captação, diferentemente de Zhou e Kiff, observaram que na menor 

concentração analisada, 35 ppm, houve um decréscimo na porcentagem de remoção em 

relação as concentrações superiores estudadas (65, 150 e 300 ppm).  

Assim como Pons e Fuste (1993) que relataram que a porcentagem de captação de 

U aumentou com a concentração inicial aumentada, este estudo observou o mesmo para 

Chumbo (Figura 7).  

Este estudo vai de encontro a afirmação de Vijayaraghavan et al. (2006) que 

reportaram que a taxa inicial de absorção do metal aumentou com o aumento da 

concentração inicial do metal no meio. A menor concentração inicial de chumbo (35 ppm), 

com a mesma quantidade inicial de Isolado D (0,1 DO/ml) que as demais concentrações 

(65, 150 e 300 ppm), obteve os menores valores de captação de chumbo pelo Isolado D. O 

aumento da remoção do chumbo pelo Isolado D do sobrenadante foi crescente conforme 

aumento da concentração inicial de chumbo em todos os valores de temperatura analisada.  

Indo de encontro com o descrito acima Kuyucak e Volesky (1988) reportaram que 

a taxa inicial de absorção do chumbo aumentou com o aumento da concentração inicial de 

metal. 

Pode-se observar notar na figura 7 houve uma pequena redução no valor de 

remoção do chumbo pelo Isolado D no valor de 35ºC para 45ºC (Figuras 7C e 7E), porém 

houve um aumento de remoção de Chumbo quando alterada a temperatura de 25ºC para 

30ºC (Figuras 7A e 7B). 

Na Figura 7 podemos observar que não houve grande mudança no valor de 

remoção do chumbo nas temperaturas de 25ºC e 45ºC (Figuras 7A e 7E). Porém houve um 

aumento no valor de remoção na temperatura de 30ºC (Figura 7B) para a concentração de 

300 ppm de chumbo. Estes dados de remoção podem estar relacionados ao crescimento do 
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Isolado D nas temperaturas de 25ºC e 45ºC (Fig. 5A e 5E) que também foram baixos 

quando comparados ao crescimento nas temperaturas 30ºC e 35ºC. Aksu e Kutsal (I991) 

relataram que a captação de Pb por Chlorella vulgaris incrementou com o aumento da 

temperatura de 15ºC a 35ºC Kuyucak e Volesky (1989) relataram que a adsorção de Co
2+

 

por algas marinhas aumentou com um aumento na temperatura. 

Segundo Vegliò e Beolchini (1997), a temperatura de biossorção parece afetar 

apenas a uma menor medida dentro do intervalo de 20ºC - 35°C, dado este que corrobora 

com este estudo que obteve a temperatura de 30 ºC sendo mais eficiente na remoção do 

chumbo no sobrenadante assim como a adsorção do chumbo pelo Isolado D.  

 

5.4.3 Efeito da fonte de carbono no crescimento, na redução de Pb no sobrenadante da 

cultura e adsorção de Pb pelo isolado D  

  

Para verificar o crescimento bacteriano em diferentes fontes de carbono foi 

utilizado de meio caldo nutriente complementado com 300 ppm de Chumbo, concentração 

esta, a de maior valor analisada nas variações de pH e Temperatura. Como fontes de 

carbono foram utilizadas a 1% de Glicose, Frutose, Sacarose e Lactose, Controle 1 sem a 

adição de fonte de carbono com Pb e 0 sem a adição de Chumbo e Fonte de Carbono.  

É de suma importância o acompanhamento da interação entre metais com o 

metabolismo microbiano, através das variações do substrato a ser utilizado com o processo 

de bioacumulo de micronutrientes, pois seu rendimento altera com essas variações. 

(TORTO; PRIOR, 2005). 

Alguns elementos como o carbono, oxigênio, hidrogênio e nitrogênio são 

constituintes principais das moléculas orgânicas. O carbono participa da síntese dos 

compostos orgânicos necessários para que a célula se torne viável, sendo considerado o 

elemento celular básico da constituição de todos os seres vivos (TORTORA et al., 2004). 

Neste trabalho foram utilizadas como fontes de carbono a glicose, frutose, 

sacarose e a lactose, que foram adicionadas na concentração de 1% ao meio de cultura 

complementado com 300 ppm de chumbo. Ao comparar o crescimento da massa celular 

seca, observa-se um crescimento muito próximo entre todas as fontes de carbono testadas 

com a concentração de 1% (Figura 8). O crescimento quando se utilizou Chumbo + 

Frutose (Figura 8D) foi superior ao crescimento do controle (0 metal e 0 fonte de carbono), 
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chegando ao peso de 6,790 g.L¹, enquanto controle teve o peso de 6,157 g.L¹. 

Possivelmente, isso deve-se ao fato da adição da frutose ser um elemento de fonte de 

energia.  

Dos resultados mostrados na figura 8, podemos observar que Frutose (Figura 8D) 

ocorreu o crescimento quando comparado com as demais fontes de carbono. Resultados 

semelhantes também foram encontrados por Gonzales et al. (2008), onde os autores 

estudaram também o uso de sacarose como fonte de carbono em meio complementado com 

chumbo, e neste meio o crescimento foi superior aos outros complementados com outras 

fontes de carbono. 

Pode-se observar que mesmo com a adição de 300 ppm de chumbo nas amostras 

não houve a inibição do crescimento celular quando comparado ao controle (0 metal, 0 

fonte de carbono). Os resultados mostram o crescimento da massa celular constante em 

todas as amostras pelo período de 72 horas, somente a amostra complementada com 

frutose (Figura 8D) teve uma retração após 48 horas de incubação, fato este que pode estar 

relacionada ao grande crescimento nas primeiras 24 horas, onde foram consumidas a maior 

parte dos nutrientes do meio. A amostra complementada com glicose (Figura 8C) obteve o 

menor crescimento, mesmo comparada ao controle (Figura 8A) (0 metal + 0 fonte de 

carbono). 

O crescimento da massa seca celular decresceu na seguinte ordem: Frutose ≥ 

Lactose > Controle > Sacarose > Chumbo sem fonte de carbono > Glicose (Figura 8) no 

tempo 48 horas. 

Normalmente, o meio de cultivo é importante para o crescimento dos 

microrganismos. Fatores tais como concentração inicial de açúcar, fontes complexas de 

nitrogênio, concentrações de íons carbonato, pH e temperatura do meio de crescimento são 

reportados como os fatores mais críticos que afetam o crescimento celular (SAMUELOV 

et al., 1991; NGHIEM et al., 1997; LEE et al., 1999 a, b).  

 



 

 

 

 

 

                 

                     

Figura 8: Efeito da fonte de carbono no crescimento do Isolado D após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Chumbo 300 

ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): Controle; (B): 300 ppm Chumbo sem fonte de carbono; (C): Glicose; (D): Frutose; (E): Sacarose; (F): 

Lactose. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±. 

(A) 
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(B) 

(E) 

(C) 

(F) 
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A maioria dos microrganismos sofre inibição do crescimento celular em 

concentrações iniciais de glicose como fonte de carbono acima de 20,0 g/L (GONZALES 

et al., 2008; CORONA et al.,2008). Os dados encontrados neste estudo (figura 8) 

evidenciam que, quando utilizada a glicose como fonte de carbono verifica-se um relativa 

redução do crescimento celular, mesmo quando comparando ao controle, sugerindo um 

começo de inibição. Comportamento semelhante foi observado por outros autores, além de 

Gonzales et al. (2008) durante experimentos com variação na concentração inicial de 

glicose, entre 10 e 90 g/L, por CHEN et al. (2010), onde efeitos de inibição sobre o 

crescimento de Actinobacillus succinogenes NJ113 foram observados em 50 g/L de 

glicose, um valor bem mais alto que usado neste estudo.  

Quando comparamos o crescimento do Isolado D nas diferentes fontes de carbono 

ao meio complementado com chumbo (Figura 8B), destaca-se o uso das fontes de carbono 

frutose e lactose (Figuras D e F), onde a massa seca celular foi superior ao crescimento do 

controle. Nota-se que não houve inibição do crescimento celular no experimento. Verifica-

se que para os diferentes ensaios, os resultados foram semelhantes em todos os 

experimentos. 

Pode-se observar que a presença da glicose (Figura 8C) pode ter contribuído com 

o decréscimo no crescimento do Isolado D quando relacionamos as outras fontes de 

carbono utilizadas. Guetler et al. (1998) observram em seu estudo resultado semelhante, 

onde bactérias Gram negativas foram testadas em meio complementado com chumbo e 

adicionado com variados substratos, como celobiose, frutose, galactose, lactose, maltose, 

manitol, manose, sorbitol, glicose, xilose e sacarose, resultando um menor crescimento na 

glicose. 

Bae et al. (2001), avaliando o efeito das fontes de carbono maltose e sacarose no 

crescimento de microrganismos e produção de exopolímeros para o fungo Paecilomyces 

japônica, ressaltaram que estas duas fontes de carbono são ideais para o crescimento de P. 

japonica não apresentando diferenças significativas na quantidade de biomassa produzida.  

A maioria das bactérias são heterotróficas, ou seja, obtém energia a partir de 

fontes orgânicas de carbono. Destas, as mais comuns são os carboidratos, particularmente 

D-glicose; aminoácidos; ácidos carboxicílicos; lipídios; álcoois e até mesmo polímeros 

como amido e celulose. Na realidade, qualquer composto orgânico e muitos sintéticos 

podem ser utilizados por algum microrganismo (SCHMIDELL et al., 2001). 
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O percentual de redução de chumbo no sobrenadante das amostras mostrou-se 

mais eficaz com o complemento Lactose (Figura 9E), tendo uma redução observada de 

17,92% apos o período de 72 horas. Observa-se também que o maior percentual de redução 

nas primeiras 24 horas foi para glicose e lactose com a redução de 7,08% (Figuras 9B e 

9E).  

Ao comparar-mos o percentual de redução de chumbo no sobrenadante do 

controle 300ppm (chumbo 300 ppm sem fonte de carbono – Figura 9A) com as amostras 

complementadas com frutose, lactose e sacarose observa-se um percentual de redução 

maior nas amostras complementadas, 15,83%, 17,92% e 16,25% respectivamente (Fig. 9C, 

9E e 9D). A amostra complementada com glicose foi à única que teve o percentual de 

redução máximo inferior ao controle, dado esse possivelmente ligado diretamente ao 

crescimento da massa celular, onde a amostra com glicose foi a com menor peso celular 

após 72 horas de inoculação.  

Quando comparamos a menor taxa de redução de chumbo no sobrenadante com o 

menor crescimento celular podemos destacar que o resultado para glicose, que se encontra 

proporcional, onde menor crescimento do isolado D houve a menor remoção do chumbo 

no sobrenadante. 

Analisando os resultados de crescimento e capacidade percentual de remoção do 

sobrenadante, podemos observar que as fontes de nutrientes disponíveis no meio onde se 

obtém o maior crescimento de biomassa não produzem necessariamente o melhor resultado 

em relação à capacidade de remoção de chumbo do sobrenadante. Esse dado pode ser 

observado na figura 7, no meio chumbo + frutose 1% (Figura 8D) que teve o melhor 

crescimento, ou seja, maior concentração de massa celular, porém o percentual de remoção 

de chumbo no sobrenadante foi observado para o meio chumbo + lactose 1% (Figura 9E). 

Buscando avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono na concentração de 1% 

no crescimento e na capacidade de adsorção da biomassa do Isolado D (Figura 10), foram 

testadas diferentes fontes de carbono (glicose, frutose, sacarose e lactose). Estas fontes de 

carbono e concentração são geralmente utilizadas para o crescimento de diferentes espécies 

de microrganismos, sendo que cada espécie se comporta diferentemente em relação aos 

nutrientes disponíveis no meio de cultivo (AGUILAR USCANGA; FRANÇOIS, 2003). 



 

 

 

 

 

                        

                                                     

Figura 9: Efeito da fonte de carbono na redução de Chumbo no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado 

de Chumbo 300 ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): 300 ppm Chumbo sem fonte de carbono; (B): Glicose; (C): Frutose; (D): Sacarose; 

(E). Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±.  

(A) (B) 

(D) (E) 

(C) 
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Foi avaliada a quantidade de Chumbo adsorvido pelo microrganismo através da 

digestão e análise de espectrofotometria de absorção atômica da massa seca (pellet) nas 

amostras com diferentes fontes de carbono. Após as análises observou-se uma maior 

concentração de chumbo na amostra complementada com sacarose com 13,88 ppm/mg 

massa celular seca (Figura 10D), seguida pelo controle (sem adição de fonte de carbono) 

(Figura 10A) com a concentração de 10,68 ppm/mg massa seca. A menor concentração 

adsorvida de chumbo no microrganismo foi para o meio complementado com frutose 

(Figura 10C), tendo apenas 3,401 ppm/mg massa celular seca. 

Podemos observar na Figura 10, que somente o meio chumbo + sacarose (13,88 

ppm/mg massa celular seca) teve valor superior de adsorção do metal pelo Isolado D do 

que o valor apresentado no Controle (10,68 ppm/mg massa celular seca). Esse dado pode 

significar que as outras fontes de carbono (glicose, frutose e lactose) podem inibir a 

adsorção do metal pelo microrganismos. A capacidade biossortiva foi variável para cada 

fonte de carbono. 

Ao analisarmos os dados de crescimento do Isolado D, observou-se o maior 

crescimento celular no meio chumbo + frutose (6.790 g.L¹), porém a maior adsorção de 

chumbo no isolado D foi observada em chumbo + sacarose (13,88 ppm mg massa seca). 

Conforme Barbieri (2014), nem sempre a fonte de carbono que determina o melhor 

crescimento da biomassa é a mais favorável à capacidade de adsorção do microrganismo.  

De acordo com Ene et al. (2012), em um estudo com o fungo ascomiceto Candida 

albicans, diferentes fontes de carbono promovem uma remodelação da parede celular 

afetando processos relacionados com a superfície das células, dado este que pode ter 

ocorrido com as bactérias do Isolado D. 

Ao analisar o efeito do tempo de crescimento na adsorção de chumbo, pode-se 

observar que para todas as fontes de carbono a adsorção de chumbo no Isolado D foi  

maior durante as 72 horas de crescimento. Podemos destacar a adsorção no meio chumbo + 

sacarose (Figura 10D), onde as primeiras 48 horas foram praticamente estáveis (24 horas: 

4,039 ppm e 48 horas: 4,102 ppm/mg Massa celular seca), tendo um acréscimo nas últimas 

24 horas (72 horas: 13,88 ppm/mg Massa celular seca).  

.



 

 

 

 

 

                       

                                                      

Figura 10: Efeito da fonte de carbono na adsorção de Chumbo pelo Isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de 

Chumbo 300 ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): 300 ppm Chumbo sem fonte de carbono; (B): Glicose; (C): Frutose; (D): 

Sacarose; (E): Lactose. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±.  

(A) (B) 

(D) 

(C) 

(E) 
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5.5 ANÁLISE DO ISOLADO D NO MEIO DE CULTURA COMPLEMENTADO COM 

ZINCO 

 

O zinco é considerado elemento essencial as plantas e animais pelo seu papel nos 

processos metabólicos de carboidratos, ácidos nucléicos e lipídeos, na ativação de enzimas e 

na síntese de proteínas. Em concentrações acima de 3mg/mL, causa efeitos de adstringência e 

coloração empalidecida à água potável (WHO, 1996). 

O zinco é essencial ao corpo humano, em pequenas quantidades. Só se torna 

prejudicial à saúde quando ingerido em concentrações muito elevadas, o que é extremamente 

raro, e, neste caso, pode acumular-se em outros tecidos do organismo humano (CETESB, 

2009). É um dos poluentes mais comumente encontrados nos efluentes industriais. As 

emissões antropogênicas são maiores que as naturais, provenientes das metalúrgicas, bacias 

de rejeitos da mineração, cinzas de processos de combustão, e o uso de produtos comerciais, 

tais como conservantes de madeira e fertilizantes a base de zinco (CLARISSE; AMORIM; 

LUCAS, 1999). 

 

5.5.1 Efeito do pH no crescimento, na redução de Zn no sobrenadante da cultura e adsorção 

de Zn pelo Isolado D 

 

Neste estudo as amostras com concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200 ppm de zinco 

foram submetidas a diferentes valores de pH (3.5; 4; 4.5; 5; 5.5 e 6), inicialmente na 

temperatura de 30°C para verificar em qual pH obtém-se o melhor crescimento, redução de 

Zn no sobrenadante da cultura e adsorção de Zn pelo Isolado D. Todas as análises foram 

realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios. 

Na Figura 10 podemos observar o efeito do pH no crescimento do Isolado D nos pH 

5.0 e 5.5 foram próximos em todas as concentrações analisadas de zinco (400, 800, 1600 e 

3200 ppm). Outro dado que foi verificado, é que em todos os valores de pH analisados, o 

Isolado D manteve crescimento constante durante as 72 horas de incubação, para todas as 

concentrações (exceto para o pH 5.5 concentração inicial de 400 ppm). 
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Figura 11: Efeito do pH no crescimento do Isolado D após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Zinco nas 

concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados 

expressos em valores médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) (C) 

(E) (F) 
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Verificamos que no pH 5.5 ocorreu o maior crescimento do Isolado D. Este dado 

confronta ao estudo de Lemos et al. (2008), que observaram para um crescimento microbiano 

o pH 5 é o mais eficiente, visto que valores acima deste podem causar a precipitação do zinco 

no meio, além de dificultar sua remoção pelo microrganismo. A maioria das bactérias cresce 

entre pH 6 e 8 e poucas crescem em pH 4.0. Um grupo distinto de bactérias, as acidófilas são 

capazes de se desenvolver em pH ácido e as quimioautotróficas que oxidam o enxofre para 

formar o ácido sulfúrico podem sobreviver em pH 1,0. (MOREIRA E SIQUEIRA, 2002) 

Observou-se que os valores mais baixos de pH (3.5 e 4.0) obtiveram os menores 

crescimentos do Isolado D (Figuras 10A e 10B) para todas as concentrações de Zn quando 

comparadas com os outros valores de pH analisados. Os microrganismos do solo podem ser 

classificados em relação á tolerância de pH como insensíveis quando são tolerantes a uma 

ampla faixa de pH, neutrófilos se não toleram acidez e alcalinidade, acidófilos quando 

crescem bem em condições ácidas e basófilos se apresentarem melhor crescimento em 

condições alcalinas (TORTORA et al., 2004). 

Conforme Catelan e Vidor (1990), a grande maioria dos solos tem pH entre 4.0 e 8.5. 

O pH pode baixar quando ocorrer nesse solo a fertilização em grandes quantidades e também 

a fixação biológica do nitrogênio. O substrato a ser metabolizado pelos microrganismos 

também influencia na flutuação do pH do solo (CATELAN E VIDOR, 1990), sendo assim a 

capacidade do Isolado D da Família Enterobacteriaceae em ter um bom crescimento na faixa 

de pH 7 a 7.5 pode ser útil para estabelecer estratégias de remoção do zinco em ambientes 

contaminados. 

O crescimento do Isolado D foi crescente, conforme foi aumentado o valor do pH 

(3.5 a 5.5), decrescendo somente no último valor de pH analisado (6.0) (Figura 10E), o que 

demonstra que as concentrações de Zinco não limitaram o crescimento do Isolado D em 

nenhum valor de pH testado. Observa-se que o crescimento foi constante durante todas as 72 

horas de inoculação. Em estudos realizados por Chen et al (2006), Pseudomonas putida CZ1 

foi capaz de crescer continuadamente durante todo o período de 72 horas de cultivo na 

presença de cobre e zinco assim como observado neste estudo. 

O crescimento do Isolado D pode ser destacado no pH 5.5 (Figura 10E), na maior 

concentração estudada (3200 ppm), que produziu ao final de 72 horas de cultivo 3,9 g.L
-¹
 de 

massa celular seca. Deve-se salientar, que o crescimento foi crescente nas 72 horas de análise, 

não havendo a observação de decaimento da massa seca celular para a concentração inicial de 
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3200 ppm no pH 5.5. Ainda analisando o crescimento do isolado D no pH 5.5 apenas na 

concentração inicial de 400 ppm houve um decréscimo após 72 horas de incubação, fato este, 

que não foi observado nos outros valores de pH estudado. 

Segundo Frazier & Westhoff (1933) as bactérias da Família Enterobacteriaceae tem 

como seu pH ótimo de crescimento a faixa de e 7,0 a 7,5, com um pH mínimo e máximo de 

crescimento no valor de 4,0 a 8,5 respectivamente. O valor encontrado neste estudo, de pH 

ótimo de 5.5, discorda do estudo de Frazier e Westhoff, porém ainda se encontra dentro da 

faixa de crescimento proposta por eles (4,0 a 8,5). 

Conforme observado na Figura 10, o menor crescimento do Isolado D ocorreu no pH 

4.0 (Figura 10B), com a concentração total de 0,867 g.L
-¹
 de massa celular seca na 

concentração inicial de 400 ppm de zinco, todavia, não podemos considerar que o Zn teve 

ação inibitória, sendo que o Isolado D foi capaz de resistir a concentração zinco presente e 

teve um crescimento superior nas concentrações maiores, o que sugere o desenvolvimento de 

adaptação fisiológica ao metal. 

Estudos demonstram que a exposição dos microrganismos aos metais leva ao 

desenvolvimento da tolerância pela comunidade microbiana exercendo pressão seletiva a 

resistência aos metais, então esses organismos por sua vez podem ser utilizados 

biorremediação de metais (ELLIS, 2003). Este dado pode explicar a resistência do Isolado D 

ao zinco complementado ao meio de cultura neste estudo, que mesmo nas concentrações mais 

altas (3200 ppm de Zn) ocorreu o crescimento. 

Conforme observamos na Figura 11, após as análises do efeito do pH, constatou-se 

que tanto para o crescimento bacteriano quanto para a redução do Zinco no sobrenadante, 

dentre as variações de pH analisadas, o pH ótimo foi o de 5.5 (Figura E) observando-se uma 

redução de até 43,79% de zinco no sobrenadante para a concentração inicial de 400ppm, 

sendo este pH escolhido para uso nas análises das variações de temperatura e fontes de 

carbono, assim como ocorreu para Pb, que teve o maior percentual de remoção no pH 5.5 na 

concentração de 65 ppm de Pb. No pH 5.5 observou-se que houve um percentual de redução 

maior em todas as concentrações analisadas.  

A biossorção de zinco em onze diferentes espécies de microalgas marinhas a 

diferentes valores de pH foi testada por Senthilkumar et al. (2006). Estes autores concluíram 

que a alga verde Ulva reticulata, exibe o maior valor de acumulação com 36,1 mg g
-1

 no pH 

5.5 e para uma concentração inicial de Zn (II) de 100 mg/l. 
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Moberly et al. (2010) verificaram que o aumento da concentração de ZnHPO4 (aq) 

com elevação do pH favoreceu uma maior remoção da espécie Arthrobacter sp devido 

transportadores específicos para a molécula de fosfatos inorgânicos. Neste trabalho, a 

elevação do pH em conjunto com as variações na concentração de Zinco no meio também 

pode ter contribuído para o aumento da remoção pelo Isolado D, pertencente família 

Enterobacteriaceae, mesmo em pH mais baixo, como ocorreu no pH 3.5 (Figura A) com a 

redução de 0,68% de zinco na solução com concentração inicial de 3200 ppm, fato que pode 

estar relacionado a disponibilidade de sítios de ligação nas células.  

Diferenças na afinidade entre elementos e suas espécies iônicas pode existir pela 

variação de ligantes encontrados nos sistemas biológicos (GUPTA et al., 2000). Pagnanelli  et 

al. (2003), a partir de dados obtidos em experimentos utilizando Sphaerotilus natans  

observaram o efeito positivo do aumento do pH na remoção de poluentes e também as séries 

de afinidade da biomassa (Pb>Cu>Zn>Cd) refletindo as propriedades hidrolíticas dos metais. 

Assim como para o crescimento bacteriano, o percentual de remoção de zinco do 

sobrenadante foi crescente conforme o aumento dos valores de pH, diminuindo a remoção, 

assim como o crescimento no maior valor de pH estudado (pH 6.0). Deve-se destacar que esse 

fato não foi observado quando comparamos o percentual de remoção nos valores de pH 4.0 

(3,63%) e 4.5 (2,71%) na concentração inicial de 800 ppm de zinco, que tiveram valores de 

remoção inferior ao encontrado no pH 3.5 (7,69%). O mesmo fato ocorreu para os valores de 

pH 3.5 (4,54%) e 4.0 (2,27%) na concentração de 1600 ppm, onde o valor de remoção de Zn 

foi inferior no pH 4.0 (Figura 11). 

 



 

 

 

 

 

               

            

Figura 12: Efeito do pH na remoção de Zinco no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Zinco 

nas concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm, na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados 

expressos em valores médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) 

(E) 

(C) 

(F) 
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Mohapatra & Gupta (2005), utilizando como biossorvente a planta O. angustissima 

observaram que capacidade de sorção monocomponente diminuem nesta ordem: Zn(II) > 

Co(II) > Cu(II); enquanto a afinidade para os metais mostrou uma tendência inversa 

Cu(II)>Co(II)>Zn(II) para pH 5.5, assim como o resultado de pH 5.5 obtido neste estudo. 

Saeed et al. (2005), obtiveram boa eficiência na remoção de íons metálicos de 

soluções aquosas utilizando a biomassa da planta Cicer arientinum, com ordem de 

seletividade de Pb>Cd>Zn>Cu>Ni. A quantidade máxima removida de metais pesados 

(qmax) foi de respectivamente 49,97; 39,99; 33,81; 25,73 e 19,56 mgg
-1

 da biomassa, 

remoção máxima em pH 5. 

 O pH da solução desempenha um papel muito importante na absorção e adsorção de 

metais pelos microrganismos por influenciar na especiação química dos metais em solução, 

bem como nas propriedades de superfície das células bacterianas (LOPES, et al., 2000; 

PARDO et al., 2003). 

Os valores de pH analisados neste estudo (pH 3.5; 4; 4.5; 5; 5.5 e 6), foram mantidos 

através de solução tampão citrato, sendo assim, pouco ou nada alterados ao final de 72 horas 

de inoculação. Conforme estudo de Alexander (1977), caso haja variações altas no pH, a 

estirpe analisada pode ser capaz de causar uma reação de alcalinização no meio, podendo 

reduzir a solubilidade e atividade dos metais, uma vez que o aumento do pH pode promover a 

dissociação de alguns grupos hidroxila (OH) dos componentes do meio com predomínio de 

cargas negativas, as quais se ligam aos metais, diminuindo a disponibilidade e, portanto, a 

toxidez dos mesmos. 

Segundo Sekhar et al. (2003), quanto maior a concentração do íon metálico, menor a 

eficiência de remoção pelo biossorvente. Pois quando aumenta a concentração, sem variar a 

massa de biossorvente, os sítios são saturados mais rapidamente. Este dado não foi observado 

neste experimento, a maior concentração de zinco no Isolado D foi observada no pH 5,5 

(Figura 12E) na concentração inicial do meio de 1600 ppm com o acúmulo de 445,603 ppm 

no microrganismo. Foi observado nos pH 4.0 e 5.0 (Figuras 12C e 12D), que à medida que se 

aumentava a concentração de Zinco no meio, também aumentava a adsorção pelo Isolado D, 

dado este que pode estar relacionado ao crescimento bacteriano (Figura 10) que também foi 

crescente, conforme se aumentava a concentração de zinco no meio caldo nutritivo.  

Estes dados diferem do resultado observado no percentual de remoção de Zinco no 

sobrenadante nos pH 4.0 e 5.0 (Figuras 11B e 11E), onde as menores concentrações do metal 
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ocorreram nos maiores valores de remoção pelo Isolado D no meio. Barros et al., (2003) 

observaram comportamento similar a este em relação à biossorção de cádmio por biomassa de 

Aspergillus Níger, houve aumento na capacidade de adsorção e concomitante diminuição na 

capacidade de remoção percentual em relação ao aumento da concentração inicial do metal. 

As maiores adsorções do metal pelo Isolado D ocorreram no pH 5.5 na concentração 

inicial de 1600 ppm, totalizando o acúmulo de 445,603 ppm de zinco, seguido pela 

concentração de 3200 ppm (314,32 ppm de zinco). Nos valores de pH analisados (exceto 5.5), 

a adsorção de zinco foi crescente conforme aumentava-se a concentração do metal no meio. 

Banerjee et al., (2007), estudaram a capacidade da  adsorção de Zn, Cu, Ga, Ge e As 

por microrganismos e constataram que a adsorção é melhor no pH 4 para todos os metais 

estudados, exceto para Ge que é removido até 100% em pH 7 em 6 horas de contato. 

Goksungur et al. (2003) estudaram a adsorção do Cu
2+

 em solução aquosa de concentração 

inicial de 10-50 mg/ml com pH 4.0 e obtiveram 100% de remoção para as maiores  

concentrações entre 30 e 60 minutos. 

.Assim como observado nesse estudo, Pagnaneli et al. (2003) diz que a tendência 

geral é que a remoção de metal aumente com o aumento do pH. Isto não acontece apenas por 

causa da competição de íon do hidrogênio a baixo pH, mas também por causa da natureza 

ácida fraca dos sítios ativos do biossorvente, cuja desprotonação com pH crescente, favorece a 

captação de metal. Ao contrário quando o pH é baixo, a superfície do biossorvente torna-se 

mais positiva, reduzindo a atração entre a biomassa e o cátion metálico (SAEED et al., 2005).   

Sekhar et al. (2003) estudaram a remoção de metais em pH variando entre 1 a 7, e 

obtiveram o maior seqüestro de íons entre valores 4 e 5, sendo que o acúmulo se manteve 

constante até valores de pH próximos a 7. Diferentemente de Sekhar et al. (2003), neste 

estudo observou-se que o pH 5.5 (Fig. 12E) obteve a melhor adsorção de Zn, decaindo a 

adsorção no pH 6 (Figura 12 F) 

Alguns metais microprecipitam em pH próximos a 5 e 6, sendo os ensaios 

conduzidos em condições de pH inferiores, principalmente quando se estuda a adsorção para 

metais como zinco, cobre e prata (VOLESKY; HOLAN, 1995). Porém mesmo trabalhando 

com pH 5.5 e 6 não observou-se a precipitação do Zn. 



 

 

 

 

 

        

             

Figura 13: Efeito do pH na adsorção de Zinco pelo isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Zinco nas 

concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados 

expressos em valores médios ±. 

(A) 
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(B) 
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5.5.2 Efeito da temperatura no crescimento, na redução de Zn no sobrenadante da cultura e 

adsorção de Zn pelo Isolado D 

 

A limitação do crescimento pela temperatura mais baixa depende da solidificação 

dos lipídios e da membrana, ou ainda, da sensibilidade ao resfriamento do processo de 

iniciação da síntese de proteínas. Por outro lado, um pouco acima da temperatura limite, 

muitas enzimas são desnaturadas e a célula morre (TORTORA et al., 2002). A temperatura 

exerce efeito nos processos de colonização e reprodução das bactérias e, conseqüentemente, 

no desenvolvimento da doença (BEDENDO, 1995). 

Segundo Lizama et al., (2011), a concentração de metais no meio é um fator 

determinante para a inibição do metabolismo dos microrganismos. Para que os 

microrganismos sejam capazes de sobreviver em ambientes com condições diferentes das 

ideais, muitos possuem mecanismos genéticos que lhes garantem resistência a componentes 

que podem causar stress. Algumas bactérias possuem genes específicos que possibilitam que 

essas sobrevivam em ambientes contendo altas concentrações de metais (LIAO et al.,  2011). 

Após a escolha do pH 5.5, o Isolado D foi cultivado em meio caldo nutritivo 

complementado com as concentrações 400, 800, 1600 e 3200 ppm de Zinco nas temperaturas  

de 25; 30; 35; 40 e 45°C, para verificar em na qual obtém-se o melhor crescimento bacteriano. 

Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios. 

Na figura 13, observa-se que a maior concentração de massa bacteriana é apresentada 

na temperatura de 30°C (Fig. 13B) para todas as concentrações de Zinco analisadas, chegando 

a uma concentração de massa de 3,9 g.L
-¹
 após um período de 72 horas de incubação.  

O crescimento do Isolado D nas temperaturas 25°C, 35°C, 40°C e 45°C nas 

diferentes concentração de zinco (400, 800, 1600 e 3200 ppm) apresentou um crescimento até 

48 horas de incubação. O Isolado D na temperatura de 30°C (Figura 13 B) apresentou um 

período de crescimento que foi observado até 72 horas de incubação. O crescimento de 

microrganismos em todas as amostras contendo diferentes concentrações de Zinco (400, 800, 

1600 e 3200 ppm)  demonstra a resistência do isolado D ao elemento tóxico, embora tenha 

sido observado o efeito inibitório do crescimento nas maiores temperaturas, 40 e 45°C 

(Figuras 13D e 13E). Pode-se destacar que nas temperaturas 25°C e 35°C (Figuras 13A e 

13C) na concentração de 3200 ppm de zinco o crescimento foi menor quando comparados a 

outras temperaturas (30°C, 40°C e 45°C).  
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A capacidade de alguns organismos crescerem em condições de com elevadas 

concentrações de metais pode ser resultado de mecanismos intrínsecos ou induzidos, bem 

como fatores ambientais (pH, potencial redox, etc) que também podem reduzir a toxidade a 

toxidade desses metais (ZOUBOULIS et al, 2004; LEEADJARV et al, 2008; XIAO et al., 

2010). Sabe-se que os mecanismos de resistência a metais em bactérias são vários, e que esses 

variam muito pouco entre isolados de ambientes não contaminados para aqueles de ambientes 

contaminados (BARKAY; SCHAEFER, 2001; MATSUDA et al.; 2002; ZOUBOULIS et al., 

2004) o que explica a capacidade das Bacteria D analisada neste estudo em resistir altas 

concentrações de Zinco. 

Matsuda et al (2002) trabalhando zinco utilizando de diferentes porções de solo 

contaminado, avaliou a sobrevivência de estirpes do gênero Bradyrhizobium e Azorhizobium, 

e observou o crescimento das estipes de Bradyrhizobium em até 45% (1250, 206, 67,5 e 192,5 

mg dm-3 de Zn, Cu, Cd e Pb respectivamente) de contaminação. Em outro trabalho, uma 

estirpe de Mesorhizobium metallidurans inoculada em rejeito de mineração com teores de Zn 

e Cd de 35000 e 16,5 mg Kg⁻¹ respectivamente, manteve um crescimento constante de 10⁴ 

UFC por grama de solo nos 45 dias de avaliação do experimento (MAHIEU et al., 2001). 

Nota-se neste trabalho que não houve muita variação do crescimento bacteriano nas 

diferentes temperaturas estudadas, sendo a totalidade de massa celular seca próxima quando 

comparadas entre as concentrações estudadas de Zinco nas diferentes temperaturas. 

Ao variar a temperatura e as concentrações de Zinco no meio, verificou-se que não 

houve muita diferença no crescimento celular nas temperaturas de 25°C e 35°C, assim como 

nas temperaturas 40°C e 45°C, apresentando um pico de crescimento bacteriano na 

temperatura de incubação de 30°C. Sob a temperatura de 30°C o maior crescimento foi na 

concentração de 3200 ppm de Zinco e o menor na concentração de 400 ppm, tendo como 

resultados 3,900 e 3,333 g.L
-1

 respectivamente. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

             

                                           

Figura 14: Efeito da temperatura no crescimento do isolado após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Zinco nas 

concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm no pH 5.5 em 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em 

valores médio ±. 

(A) (B) 

(D) (E) 

(C) 
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O Isolado quando incubado as temperaturas de 40°C apresentou menor crescimento 

entre as temperaturas testadas, porém pode-se observar que o crescimento da massa bacteriana 

parece ter sido estimulado por algum fator na temperatura de 45°C, alcançando a massas de 

0,967; 1,133; 1,000; 1,300 para as concentrações de 400; 800; 1600; 3200 ppm de Zinco 

respectivamente.  

O máximo crescimento celular, conforme figura 13, foi observado na temperatura de 

30°C (Figura 13B), seguida das temperaturas de 25 e 35°C (Figuras 13A e 13C). Andrezza et 

al. (2010), observaram que o crescimento de Pseudomonas sp., se deu entre 20°C e 30°C, 

porém os autores descrevem o crescimento ótimos para a temperatura de 30°C. Chatterjee et 

al. (2012), observaram a faixa ótima de temperatura para o crescimento de duas bactérias 

resistentes a chumbo e zinco entre 37°C e 45°C. 

Segundo Holt et al., (1994), a maioria das espécies de bactérias da família 

Enterobacteriaceae desenvolvem-se bem na temperatura de 37°C, entretanto algumas têm 

temperatura ótima entre 25°C e 30°C e são frequentemente mais ativas metabolicamente a 

estas temperaturas, assim como o gênero psicrotróficos frequentemente encontrados no solo, 

água e trato gastrointestinal dos seres humanos e animais. 

Na Figura 14 podemos observar a melhor porcentagem de remoção de Zn do 

sobrenadante da cultura na temperatura de 30°C (Figura 14A), na concentração de 800 ppm 

de zinco (71,29%), seguida pelas concentrações de 1600 ppm (68,86%), 3200 ppm (63,62%) 

e 400 ppm (62,56%).  

Quando o Isolado D foi crescido nas temperaturas de 35°C, 40°C e 45°C, observou-se 

uma redução do teor de Zn no sobrenadante, fato que pode estar relacionado ao crescimento 

do Isolado D (Figura 13), que teve seu decaimento nas mesmas temperaturas analisadas. 

Segundo Mameri et al., (1998), a adsorção de íons metálicos não envolve reações de 

energia e a remoção dos metais e solução se dá devido aos fenômenos puramente físicos e 

interações químicas entre a biomassa e os metais em solução. O aumento excessivo da 

temperatura reduz a capacidade de biossorção da massa. Mameri et al., (1998), observou que 

62,3 mg de Cd
3+

 foram adsorvidos e 1g de algas secas na temperatura de equilíbrio de 20°C. 

quando a temperatura foi elevada acima de 50°C o percentual de remoção diminuiu. 

Observou-se que a remoção de Zinco pelo Isolado D não foi muito afetada, quando 

ocorreu o aumento da temperatura, principalmente nas maiores concentração. Mesmo assim, 

observa-se um percentual de redução do sobrenadante na temperatura de 45°C (Figura 14E).  
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Pode-se observar na temperatura de 45°C a adsorção do metal concentrações de 800 ppm 

(7,60%) e 3200 ppm (5,10%) chegaram a ser maiores do que a ocorreu na temperatura de 

40°C (7,03% e 3,65% respectivamente). 

Como podemos notar na figura 14, de forma geral, houve uma pequena redução no 

percentual de redução de Zinco nos valores de 35°C a 45°C (Figuras 14C e 14E), como 

relatado em diversos artigos. Porém houve um aumento significativo na porcentagem de 

remoção de zinco quando alterada a temperatura de 25°C para 30°C (Figuras 14A e 14B).  

Assim como para Zn a temperatura de 30°C também foi a mais eficiente na remoção 

de Pb no sobrenadante da cultura. 

Aksu e Kutsal (1991) relataram que a captação de chumbo e zinco por Escherichia 

coli incrementou com o aumento da temperatura de 15°C a 35°C. Gadd (2004), relatou que a 

adsorção de Zn por Escherichia coli aumentou com o aumento da temperatura de 20°C para 

30°C. O aumento do percentual de remoção neste trabalho foi encontrado nas temperaturas de 

25°C para 30°C (Figuras 14A e 14B).  

Segundo Véglio e Beolchini (1997), a temperatura de biossorção parece afetar apenas 

a uma menor medida dentro do intervalo de 20°C – 35°C. No entanto, Tsezos e Volesky, 

(1981) ; Kuyucak e Volesky, (1989) ; Aksu e Kutsal (1991) registraram um ligeiro aumento 

na captação de cátions por algas na faixa de 4°C a 55ºC. 

Temperaturas mais altas geralmente aumentam a remoção devido ao aumento da 

atividade de sorção na superfície e energia cinética do soluto (SAG; KUTSAL, 2000), porém 

danos físicos para o biossorventes podem ser esperados em maiores temperaturas.  

Devido à natureza exotérmica de alguns processos de adsorção, um aumento de 

temperatura foi observado como redutor da capacidade de adsorção da biomassa (MAMERI 

et al, 1999) 

É sempre desejável a conduta de avaliar a adsorção, pois é visto que a adsorção 

somente é incrementada dentro de uma determinada faixa de temperatura. 

 

 

 

http://www.ejbiotechnology.cl/content/vol5/issue2/full/4/#17
http://www.ejbiotechnology.cl/content/vol5/issue2/full/4/#17
http://www.ejbiotechnology.cl/content/vol5/issue2/full/4/#13
http://www.ejbiotechnology.cl/content/vol5/issue2/full/4/#1


 

 

 

 

 

             

                                       

Figura 15: Efeito da temperatura na remoção de Zinco no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado 

de Zinco nas concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm, na temperatura de 30°C e 150 rpm. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os 

resultados expressos em valores médios ±. 

(A) (B) 

(D) (E) 

(C) 
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Foi verificado a adsorção de Zn pelo Isolado D nas temperaturas de 25°C, 30°C, 

35°C, 40°C e 45°C. Podemos observar que a maior adsorção ocorreram nas maiores 

concentrações de Zn. O mesmo foi observado por Huang et al., (1991), quando estudaram a 

adsorção de Níquel e Zinco por Aspergillus oryzae.   

A quantidade de Zinco absorvida pelo Isolado D nas temperaturas de 30 e 35°C 

(Figuras 15B e 15C) foram de 314,032 e 274,975 ppm respectivamente na concentração 

inicial de 3200 ppm, sendo que para a concentração inicial de 1600 ppm houve uma adsorção 

de 445,603 ppm na temperatura de 30°C, sendo essa temperatura com a maior capacidade de 

adsorção de Zinco observada neste estudo.  

Segundo Gadd (2004), mecanismos pelos quais os microrganismos interagem com os 

metais pesados englobam aqueles independentes e os dependentes do metabolismo celular. Os 

independentes ocorrem através da interação físico-químicas entre o metal e constituintes da 

parede celular, de exopolissacarideos e outros materiais associados à face externa da 

membrana. Esta independência ocorre pelo fato de não ser necessário o gasto energético por 

parte da célula microbiana, para que haja absorção dos íons metálicos. A remoção neste caso 

pode ocorrer tanto em células vivas quanto em células mortas. 

Ainda conforme Gadd (2004), o transporte de íons metálicos através da membrana 

celular e seu acúmulo intracelular são dependentes do metabolismo, ocorrendo somente em 

células vivas, capazes de gerar energia. A remoção desses íons por esse tipo de mecanismo é 

usualmente mais lento que o mecanismo de adsorção físico-químico. Em contrapartida 

maiores quantidades de metais podem ser acumuladas, como relatado para as espécies 

Pseudomonas aeruginosa, Cupriavidus metallidurans e Bacillus sphaericus (RAMIREZ et 

al., 2008; VELASQUEZ; DUSSAN, 2009). 

Após 72 horas de incubação em meio caldo nutritivo suplementado com diferentes 

concentrações de zinco, foi verificado que a menor adsorção de zinco (22,646 ppm) ocorreu 

para a temperatura 25°C (Figura 15 A) na concentração de 400 ppm, fato este, que pode estar 

relacionado ao crescimento bacteriano, que também foi pequeno, conseqüentemente 

disponibilizando menos sítios ativos para a captação de Zinco. 

 Segundo Kuyucak e Volesky, (1989) e Aksu e Kutsal, (1991), a temperatura não tem 

sido estudada como variável relevante em experiências de adsorção. Os ensaios são 

geralmente realizada a cerca de 25°C - 30ºC. Apenas muito poucos relatos foram dada no 

intervalo 4°C - 55
o
C.   

http://ejbiotechnology.ucv.cl/content/vol8/issue2/full/4/bip/#4
http://ejbiotechnology.ucv.cl/content/vol8/issue2/full/4/bip/#1
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Segundo Horsfall (2004) em estudo com adsorção de Chumbo e Zinco a intensidade 

de adsorção foi maior nas temperaturas de 30°C e 40ºC, indicando que ocorre na dessorção 

acima 40ºC, implicando que a adsorção mais significativa se deu nas temperaturas mais 

baixas, tornando-se menos significativas temperaturas mais altas. Esses resultados vão de 

encontro aos resultados observados neste trabalho, onde nas temperaturas mais altas, 35°C, 

40°C e 45ºC, pode-se observar o decaimento nos valores de adsorção do Zinco. 

Ao analisar a Figura 15, pode-se observar a maior adsorção de zinco no Isolado D na 

temperatura de 30ºC nas concentrações de 1600 e 3200 ppm, deve-se destacar que nas 

temperaturas de 35ºC, 40ºC e 45ºC (99,980; 126,662; 120,508 respectivamente) na 

concentração inicial de 800 ppm a adsorção foi superior a observada na temperatura de 30ºC 

(87,638). 

Podemos observar que a maior parte dos íons de Zinco foram adsorvidos entre as 

temperaturas de 30ºC a 35ºC, tendo a adsorção mais baixa na temperatura de 25ºC. Horsfall 

(2004) observou em seu trabalho, que para a adsorção de Zn e Pb, que a maior parte de íons 

dos metais analisados foram removidos entre as temperaturas de 30°C a 50ºC, decaindo 

conforme aumentava-se a temperatura, assim como ocorreu neste trabalho, tanto para Zn 

quanto para Pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

           

                                       

Figura 16: Efeito da temperatura na adsorção de Zinco pelo Isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de Zinco 

nas concentrações 0, 400, 800, 1600 e 3200  ppm em 150 rpm  no pH 5,5. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em 

valores médios ±. 

(A) (B) (C) 

(E) (D) 
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5.5.3 Efeito da fonte de carbono no crescimento, na redução de Zn no sobrenadante da cultura 

e adsorção de Zn pelo Isolado D 

  

Para analisar o crescimento bacteriano em diferentes fontes de carbono foi utilizado 

de meio caldo nutriente complementado com 3200 ppm de Zinco, concentração esta, a de 

maior valor analisada. Como fontes de carbono foram utilizadas a Glicose, Frutose, Sacarose 

e Lactose, Controle 1 sem a adição de fonte de carbono com Zinco e 0 sem a adição de Zinco 

e Fonte de Carbono.  

De acordo com Lee et al., (2003), a adição de uma fonte de carbono mais acessível 

pode aumentar a biorremediação in situ por estimular o crescimento dos microrganismos 

capazes de degradar contaminantes. Desta forma, foi avaliado o crescimento do Isolado D em 

meio com diferentes fontes de carbono.  

A Figura 16, apresenta os resultados do crescimento do Isolado D. A concentração 

das fontes de carbono utilizadas foi 1%, e do zinco de 3200 ppm. O crescimento foi realizado 

a 30°C, pH 5.5 e 150 rpm. 

Observando a Figura 16, nota-se que o isolado D no Controle (Sem Zn e sem fonte 

de carbono/Figura 16A) apresentou crescimento constante nas 72 horas de incubação. O 

mesmo resultado se deu para o Isolado D quando o meio foi complementado com Sacarose e 

Lactose (Figuras 16E e 16F). Para Controle + Zinco (Figura 16B), glicose + Zinco (Figura 

16C) e frutose + (Zinco Figura 16D) foi observado que o Isolado D apresentou crescimento 

48 horas de incubação. 

É possível observar na Figura 16, como já seria esperado, que o crescimento do 

Isolado D na presença das fontes de carbono é bem mais acentuado do que no meio contendo 

apenas zinco, uma vez que essas fontes de carbono possam implementar o metabolismo 

microbiano. Entretanto, no meio complementado com zinco (3200 ppm), o crescimento 

celular foi reduzido, quando comparado ao meio sem nenhum complemento (controle), 

provavelmente devido a algum efeito inibitório causado pelo zinco sobre o metabolismo 

microbiano. Marçano (2004) observou um aumento da fase lag do crescimento celular para 

Pseudomonas putida em meio contendo fonte complementar de carbono, quando foi 

adicionada determinada concentração de cádmio, confirmando o efeito inibitório desse metal 

sobre o metabolismo da bactéria. 
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Após o crescimento no experimento contendo as fontes de carbono e zinco, é 

possível observar um pequeno crescimento celular, indicando que Isolado D encontra-se 

adaptado à presença do metal pesados no meio. Díaz-Raviña e Bååth (1996) realizaram 

experimentos com adição de zinco a solos, e observaram um aumento na tolerância a esse 

metal após dois dias de exposição, e a variação nas concentrações de zinco adicionadas não 

afetou significantemente essa tolerância.  

Independente da fonte de carbono analisada, o crescimento foi favorecido ao 

compararmos com o Controle + Zinco 3200 ppm (Figura 16B), uma vez que o Isolado D foi 

isolado de solo contaminado com zinco, é possível que ele (Isolado D) estivesse adaptado ao 

crescimento com o metal, o que justificaria tal comportamento no crescimento.  

A presença de Zn (3200 ppm) complementado com as fontes de carbono usada nesse 

experimento, causou uma pequena mudança no crescimento celular em comparação ao 

controle (Figura 16A), o acúmulo da massa celular seca foi maior nas primeiras 24 horas para 

o meio complementado com as fontes de carbono, exceto para sacarose (Figura 16E), do que 

para o Controle, provavelmente devido a um período de adaptação dos microrganismos aos 

metais em relação. Porém após 48 horas de inoculação, podemos observar que o crescimento 

do Isolado D no controle já foi maior do que em qualquer outro ensaio.  Riis et al., (2002) 

reportam, em seus experimentos, que o aumento do tempo de crescimento deve-se à 

adaptação e seleção de processos pela comunidade microbiana. 

Segundo Malik (2004), várias bactérias isoladas de efluentes exibiram resistência a 

condições extremas, como picos de pH ou altas concentrações de metais pesados. Hassen  et 

al. (1998) reportam que, a concentrações relativamente baixas, alguns metais como Co
2+

, Cu
2+

 

, Zn
2+

 e Ni
2+

 são essenciais ao metabolismo microbiano, uma vez que eles provêem co-fatores 

vitais para metalo-proteínas e enzimas. Em ambientes poluídos, a resposta de comunidades 

microbianas a metais pesados depende da concentração e disponibilidade desses metais, e é 

dependente também de processos complexos, controlados por múltiplos fatores, como tipo de 

metal, natureza do meio e espécies microbianas. De acordo com Congeevaram et al., (2007), 

populações microbianas em ambientes poluídos com metais se adaptam às concentrações 

tóxicas destes, e se tornam resistentes.  

Podemos observar na Figura 16, que o crescimento da massa celular seca decresceu na 

seguinte ordem: Controle > Frutose > Lactose > Glicose > Sacarose > Zinco sem fonte de 

carbono. Ao compararmos esse resultado para Zinco com o resultado no crescimento do 
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Isolado D em Chumbo, podemos observar que a Frutose e a Lactose se encontram na mesma 

colocação quanto ao crescimento no meio complementado com metal fonte de carbono.  

Outro dado a ser observado é o efeito inibitório do Zinco sobre o crescimento do 

isolado D, podemos observar que no controle (Figura 16A) o crescimento de do isolado D foi 

superior aos demais que continham Zinco, mesmo quando complementados com fonte de 

carbono. Quando analisamos o crescimento para chumbo observamos que o mesmo acontece 

para o controle (sem metal e sem fonte de carbono/Figura 7A) e Controle + Pb 300ppm 

(Figura 7B), Glicose (Figura 7C) e Sacarose (Figura 7E), porém o crescimento do Isolado D 

na Frutose (Figura 7D) e Lactose (Figura 7F) parecem ter sido estimuladas, sendo superiores 

ao crescimento do controle (sem metal e sem fonte de carbono). Quando comparamos o 

crescimento entre Pb e Zn complementados com as fontes de carbono, podemos observar que 

o Isolado D teve um melhor crescimento em Pb. 

Ainda Costa et al., (2007), trabalharam na obtenção de um consórcio microbiano em 

meio de cultivos bioestimulados com glicose, o qual acelerou a reprodução celular das 

bactérias, em comparação com o mesmo meio na ausência desta fonte de carbono nas 

primeiras 24 horas, porém neste estudo podemos observar que a Frutose (Figura 16D) 

apresentou um maior crescimento nas primeiras 24 horas, até mesmo quando comparada ao 

controle (sem metal e sem fonte de carbono/Figura 16A). Este mesmo resultado foi verificado 

para a análise com Pb, onde a frutose (Figura 7D) apresentou um maior crescimento nas 24 

horas iniciais, também superior ao o controle (Figura 7A) 

Conforme SAMUELOV et al., (1991), o meio de cultivo é importante para o 

crescimento dos microrganismos. Fatores como pH e temperatura são mencionados como os 

fatores mais críticos que podem afetar o crescimento microbiano.   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

          

              

Figura 17: Efeito da fonte de carbono no crescimento do Isolado D após 72 horas de incubação, em meio caldo nutriente complementado com Zinco 

3200 ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): Controle; (B): 3200 ppm Zinco sem fonte de carbono; (C): Glicose (D): Frutose; (E): 

Sacarose; (F): Lactose Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) (C) 

(E) (F) 
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Haq et al., (1999) descreveram que três espécies isoladas de efluentes industriais 

(uma de Enterobacter cloacae e duas de Klebsiella spp.) mostraram resistência a altas 

concentrações de Zn
2+

, Pb
2+

 e Cr
3+

, e foram capazes de remover aproximadamente 85 % de 

zinco do meio complementado com sacarose, porém o percentual de redução Zn no 

sobrenadante das amostras deste estudo mostrou-se mais eficaz com o complemento Controle 

+ zinco (Figura 17A), tendo uma redução observada de 34,14% após o período de 72 horas, 

tendo este ensaio também o maior percentual de redução nas primeiras 24 horas de incubação 

(28,88%), enquanto o meio complementado com sacarose teve o percentual de remoção de 

32,73%.  

Diferentemente do que aconteceu com as amostras complementadas com chumbo 

(300 ppm), neste estudo com zinco (3200 ppm) o percentual de redução foi maior para o 

controle (34,14%) (Figura 17A), seguidas dos meios complementados com glicose, sacarose, 

frutose e lactose, tendo 32,85%, 32,73%, 30,59% e 29,82% respectivamente.  

Outro dado a ser considerado, é que no percentual de redução de zinco no 

sobrenadante em meio com glicose foi superior as outras fontes de carbono, diferentemente 

no estudo com chumbo, onde observou-se que o meio com glicose obteve o menor percentual 

de adsorção de Pb do sobrenadante. 

Quando comparamos a maior taxa redução de Zinco no sobrenadante (Figura 17) 

com o maior taxa de adsorção de Zinco pelo Isolado D (Figura 18), podemos destacar o 

resultado para o Controle e para a glicose, onde os valores se encontram proporcionais.  

Quando analisamos os resultados do crescimento e capacidade percentual de redução 

do sobrenadante, podemos observar que as fontes de nutrientes disponíveis no meio onde se 

obtém o maior crescimento de biomassa não produzem necessariamente o melhor resultado 

em relação à capacidade de adsorção. Esse dado pode ser observado no meio Zinco + frutose 

(Figura 16D) que teve o melhor crescimento, ou seja, maior concentração de massa celular 

seca, porém o percentual de remoção de zinco no sobrenadante (Figura 17A), assim como na 

adsorção pelo Isolado D (Figura 18A), foi para o meio Controle (Zinco sem adição de fontes 

de carbono). 

 

 

 



 

 

 

 

 

             

                                       

Figura 18: Efeito da fonte de carbono na redução de Zinco no sobrenadante da cultura após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente 

complementado de Zinco 3200 ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): 3200 ppm Zinco sem fonte de carbono; (B): Glicose; (C): 

Frutose; (D): Sacarose; (E). Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±. 

(A) 

(D) 

(B) 

(E) 

(C) 
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Loaëc et al., (1997) estudaram a capacidade de captação de metais por Alteromonas 

macleodii subsp. Fijiensis no meio. Para uma concentração igual a 1,0 g/L e concentrações 

iniciais de chumbo, cádmio e zinco iguais a 50 ppm adicionados de 1% de glicose, eles 

obtiveram 100 % de eficiência de remoção em todos os metais, diferentemente, neste estudo 

foi observado que após 72 horas de incubação foi removido aproximadamente 32% de Zinco 

do sobrenadante no meio complementado com glicose (Figura 17A), para chumbo a redução 

do percentual do metal no meio complementado com Glicose foi ainda menor que para Zn, 

apresentando 12,08% de remoção do chumbo (Figura 8B).  

Roane e Pepper (2000) reportaram que uma redução significante de cádmio solúvel 

foi observado durante o crescimento de Bacillus H9 e Pseudomonas H1. De acordo com 

Saxena et al. (2001), Pseudomonas putida S4, isolada de drenagens minas de cobre, foram 

capazes de acumular metais de meios de crescimento suplementados com metais, e também 

de remover Cu
2+

 e Zn
2+

 de efluentes de minas e outros efluentes. Autores reportam que 

diferentes espécies de Aspergillus, Pseudomonas, Sporophyticus, Bacillus e Phanerochaete 

são redutores eficientes de Zn
2+, 

Cr
3+

 e Ni
2+

. Para verificar a quantidade de zinco encontrado 

no isolado D após o período de 72 horas de incubação foi realizada digestão e análise de 

espectrofotometria atômica da massa seca (pellet) nas amostras com diferentes fontes de 

carbono. Em seu trabalho, Salehizadeh e Shojaosadati (2003), obtiveram valores de adsorção 

no microrganismo em torno de 400 mg Zn
2+

 /g, 700 mg Pb
2+

 /g e 400 mg Cu
2+

 /g, usando 0,25 

g/L de um polissacarídeo produzido por Bacillus firmus, e eficiências de remoção no 

sobrenadante de 98,3 %, 74,9 % e 61,8 % de chumbo, cobre e zinco, respectivamente. 

A maior concentração de zinco na massa celular seca do Isolado D foi encontrada no 

Controle (Zinco sem adição de fonte de carbono/Figura 18A), com o valor de 202,119 

ppm/Mg massa seca, sendo esse resultado condizente com o encontrado a adsorção no 

sobrenadante, que também foi a maior para o controle (Figura 17A). A mesma observação se 

dá para a Glicose, que teve o valor de 202,029 ppm de zinco/ mg massa celular seca no 

Isolado D (Fig. 18B) e a redução no sobrenadante de 32,85% (Figura 17B). 

A menor concentração de zinco encontrada no Isolado D foi para o meio 

complementado com Frutose (81,958 ppm/mg massa seca/Fig. 18C). Este resultado (Frutose) 

também foi encontrado ao avaliarmos esse mesmo dado para chumbo (3,401 ppm/mg massa 

celular seca). 
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Tanto para o percentual de redução de zinco do sobrenadante quanto para a adsorção 

de zinco pelo microrganismo, pode-se observar que o Controle (sem complementação de 

Fontes de Carbono) foi mais eficiente que os meios complementados com a glicose, sacarose, 

frutose e lactose. Esse dado pode significar que as fontes de carbono utilizadas neste 

experimento podem inibir a adsorção do metal pelos microrganismos. 

Ao analisar o efeito do tempo de inoculação na adsorção de zinco, podemos destacar 

a adsorção no meio Controle, onde as primeiras 48 horas os valores de adsorção pelo Isolado 

D foram próximas (24 horas: 120,422 ppm e 48 horas: 131,306 ppm/mg Massa celular seca), 

tendo um acréscimo elevado nas últimas 24 horas (72 horas: 202,119 ppm/mg Massa celular 

seca).  

Rodrigues et al., (2012), avaliaram a ação de Aspergillus niger em tratamento de Zn, 

Cr, Pb e outros metais. O cultivo foi realizado durante de sete dias em meio complemento 

com glicose, e após 4 dias de cultivo não foram mais detectados os metais. Neste estudo não 

foi erificada a adsorção total de Zinco em nenhum meio complementado com as fontes de 

carbono, mas a adsorção no meio Glicose (Figura 18 B) foi a mais eficiente comparada as 

outras fontes estudadas. 

Em estudos anteriores, Sary (2009) também fez uso de glicose como co-substrato 

para biorremediação de solo contendo metais e óleo diesel por consórcio microbiano 

acrescido de Pleurotus sajor caju. Foram realizados testes de bioestimulação, bioaumentação 

e atenuação natural com presença e ausência de co-substrato. Os resultados apresentaram uma 

eficiência de mais de 99% de remediação dos metais em presença de co-substrato, enquanto 

na ausência deste a eficiência não ultrapassou 60% para o mesmo período de cultivo.  

 



 

 

 

 

 

                         

                                         

Figura 19: Efeito da fonte de carbono na adsorção de Zinco pelo Isolado D após 72 horas de incubação em meio caldo nutriente complementado de 

Zinco 3200 ppm na temperatura de 30°C, 150 rpm em pH 5,5. (A): 3200 ppm Zinco sem fonte de carbono; (B): Glicose; (C): Frutose; (D): Sacarose; 

(E): Lactose. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em valores médios ±. 

(A) (B) (C) 

(D) (E) 
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6. CONCLUSÃO 

 

O Isolado D, pertencente à Família Enterobactereaceae conforme análise 

molecular, apresenta eficiência de remoção de Chumbo e Zinco do sobrenadante, 

mesmo nas concentrações mais elevadas estudadas neste trabalho (300 ppm Pb e 3200 

pp Zn), mostrando-se potencialmente eficaz em processos de biorremediação.  

Foi possível observar o crescimento do Isolado D utilizando meio Caldo 

Nutriente em todas as diferentes concentrações de Zn e Pb empregadas neste estudo. 

Ficou demonstrada a resistência do isolado D ao Zn e Pb com base nos resultados 

obtidos.  

De todos os valores de pH e temperatura analisados os melhores valores para o 

crescimento do Isolado D, para a remoção de Pb e Zn no sobrenadante, e adsorção 

ocorreu no pH 5.5 e temperatura de 30⁰C, podendo-se concluir que a eficiência do 

Isolado D para a biorremediação de chumbo e zinco, esta diretamente ligada a esses 

valores de pH e temperatura do meio.   

Na remoção de Pb e Zn do sobrenadante obteve-se uma remoção de até 72% de 

chumbo na concentração 65 ppm e 44% de Zinco na concentração 400 ppm  para no pH 

5,5. 

Foi observado a maior eficiência na adsorção de Zn e Pb pelo Isolado D na pH 

5.5 e temperatura 30⁰C, obtendo-se a adsorção de até 32 ppm de Pb/mg massa celular 

seca na concentração inicial de 300 ppm de Pb e 449 ppm Zn/mg massa celular seca na 

concentração inicial de 3200 ppm de Zinco . Para as análises das fontes de carbono 

verificou-se para Pb que o maior crescimento do Isolado foi no meio complementado 

com frutose, porém na remoção do sobrenadante e na adsorção de Pb pelo Isolado a 

maior eficiência foi para o meio complementado com sacarose.  

Nas análises das fontes de carbono com Zn, assim como para Pb, observamos o 

maior crescimento no meio complementado com frutose, porém na remoção de Zn do 

sobrenadante e da adsorção de Zn pelo Isolado D, foi observado a maior eficiência para 

o meio complementado glicose. 

De maneira geral, essa pesquisa mostrou que apesar de muitos estudos 

referentes à biorremediação de ambientes contaminados com metais pesados, ainda se 

faz necessário estudos mais elaborados relacionados à seleção de bactérias tolerantes a 
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Chumbo e Zinco, visando à otimização dos processos de tratamento de solos 

contaminados com esses metais. 

Conclui-se com os resultados obtidos neste trabalho o Isolado D mostrou-se 

eficiente para futuros processo de biorremediação de Zn e Pb, porém são necessárias 

novas análises para a identificação deste Isolado. 
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