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RESUMO

O Brasil apresenta uma das maiores bacias hidrograficas do mundo, acidentes como
rompimento de barragens e langcamento de efluentes podem contaminar corpos hidricos com
metais. Uma solucao para descontaminagdo seria a biorremediacdo que ¢ o uso de processos
biologicos para tratar o ambiente, uma técnica de baixo custo e eficaz em termos ecologicos,
pois, em geral, ndo causa poluicdo secunddria. A desvantagem ¢ que esse tratamento ¢
cineticamente lento. Os microrganismos, por seu metabolismo rapido, podem acelerar o
processo. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de resisténcia das
bactérias Routhela ornithynolitica, Enterobacter asburiae e Serratia marcescens, isoladas da
planta aquatica 7. domingensis a Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Niquel (Ni) e Zinco (Zn) e o
potencial de remocao desses metais no processo de biorremediacdo. Inicialmente, essas trés
bactérias foram selecionadas de uma Cole¢do de Microrganismos isolados de 7. domingensis.
Em seguida, essas bactérias foram cultivadas em meio Lurian Bertani (LB) por 24h sob agitagao
constante a 30 °C. Apos este periodo, os microrganismos foram repicados em placas de Petri
contendo meio de cultura LB contendo concentragdes crescentes dos metais para encontrar a
concentracao inibitoria minima (CIM) para cada cepa testada. Posteriormente o microrganismo
Serratia marcescens que apresentou melhor resultado, foi selecionado juntamente com os
metais em que ele melhor se desenvolveu, para realizar testes de absorcao, onde 0,1 M1 00nmD.O
do microrganismo foi inoculado em erlenmeyers contendo S0MI de meio LB e concentragdes
de 50 e 100ppm de Cadmio e Zinco separadamente, foram submetidos a agitacdo constante em
shaker orbital a 175rpm em temperatura de 30 °C e retiradas aliquotas a cada 12h que
posteriormente foram analisadas em espectrofotometro de absor¢do atomica tanto o
sobrenadante quanto a suspensdo. A cepa de Serratia marcescens apresentou crescimento até
1200ppm para o Zn; 300ppm para Ni; 300ppm para Cu e 600ppm para Cd e no teste de extragao
de metal a bactéria conseguiu extrair do meio em 36h, aproximadamente 40% para ambos os
metais na maior concentracao testada. Portanto, a bactéria mais promissora foi a S. marcescens
podendo ser uma candidata para tornar o tratamento de efluentes industriais e de esgoto

podendo conter Zinco e Cadmio, mais eficiente.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Microrganismo. Poluicdo Ambiental.
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ABSTRACT

Brazil has one of the largest river basins in the world, and accidents such as dam breaks
and effluent discharges can contaminate water bodies with metals. One solution for
decontamination would be bioremediation, which is the use of biological processes to treat the
environment. This is a low-cost and effective technique in ecological terms, as it generally does
not cause secondary pollution. The disadvantage is that this treatment is kinetically slow.
Microorganisms, due to their rapid metabolism, can speed up the process. The aim of this study
was to evaluate the resistance capacity of the bacteria Routhela ornithynolitica, Enterobacter
asburiae and Serratia marcescens, isolated from the aquatic plant 7. domingensis, to cadmium
(Cd), copper (Cu), nickel (Ni) and zinc (Zn) and their potential for removing these metals in
the bioremediation process. Initially, these three bacteria were selected from a Collection of
Microorganisms isolated from 7. domingensis. These bacteria were then cultivated in Lurian
Bertani (LB) medium for 24 hours under constant agitation at 30 °C. After this period, the
microorganisms were plated in Petri dishes containing LB culture medium with increasing
concentrations of the metals in order to find the minimum inhibitory concentration (MIC) for
each strain tested. Subsequently, the Serratia marcescens microorganism that showed the best
results was selected, along with the metals in which it developed best, to carry out absorption
tests, where 0.1 Ml 600nmD. O of the microorganism was inoculated into erlenmeyers
containing 50MI of LB medium and concentrations of 50 and 100ppm of Cadmium and Zinc
separately. They were subjected to constant agitation in an orbital shaker at 175rpm at a
temperature of 30 °C and aliquots were taken every 12 hours and then analyzed in an atomic
absorption spectrophotometer, both the supernatant and the suspension. The Serratia
marcescens strain grew up to 1200ppm for Zn; 300ppm for Ni; 300ppm for Cu and 600ppm for
Cd and in the metal extraction test the bacterium managed to extract approximately 40% of
both metals from the medium in 36 hours at the highest concentration tested. Therefore, the
most promising bacterium was S. marcescens, which could be a candidate for making the

treatment of industrial effluents and sewage containing zinc and cadmium more efficient.

Keywords: Bioremediation. Microorganisms. Environmental pollution.
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1. INTRODUCAO

A preocupag¢dao mundial com os efeitos nocivos do uso indiscriminado de produtos
quimicos toxicos e com o seu indevido descarte no ambiente vem crescendo, resultando na
criagdo de diversas normas, estabelecidas em Leis e Decretos, que visam controlar a emissao
de residuos na natureza como a Politica Nacional de Residuos Solidos (Lei 12.305/2010),
Politica Nacional de Saneamento Basico (Lei 11.445/2007) e Leis de Crimes Ambientais Lei
9.605/1998 (BRASIL, 1998, 2007, 2010) Especificamente para metais pesados, as principais
fontes de emissao sao, dentre outros, as atividades metalirgicas (CHAOUI et al., 1997), gases
liberados pela queima de combustiveis fosseis (GIMENO-GARCIA; ANDREU; BOLUDA,
1996), fabricagao e descarte de baterias (PRASAD; ANDERSON; STEWART, 1995),
aplicacdo de fertilizantes que contenham impurezas, e uso de pesticidas (GALLI; SCHUEPP;
BRUNOLD, 1996). De acordo com Volesky (2001), os metais que mais representam um risco
ambiental sdo, em ordem decrescente de toxicidade: cadmio, chumbo, mercirio, cromo,
cobalto, cobre, niquel, zinco e aluminio. Os trés primeiros sdo os mais prejudiciais tanto ao
homem quanto ao meio ambiente; enquanto cobre, cromo, zinco e niquel afetam os humanos
por contato direto posto que sdo muito utilizados na fabricagdo de diversos acessorios.

A exploragdo e o uso de metais desempenham um papel crucial na sociedade moderna,
impulsionando a inovagdo tecnoldgica e o desenvolvimento industrial. No entanto, essa
dependéncia dos metais ndo vem sem custos significativos para o meio ambiente. A extracao,
processamento e descarte de metais geram uma série de problemas ambientais que ameacam
ecossistemas, recursos hidricos e a saude humana. Desde a degradacao do solo até a poluigao
do ar e da 4gua, os impactos ambientais associados aos metais sao uma preocupagao crescente
em todo o mundo. Além disso, a producdo, o descarte e a reciclagem inadequados de produtos
contendo metais contribuem para a poluicdo e a escassez de recursos naturais. No entanto, ¢
importante destacar a importancia de buscar solugdes sustentaveis para mitigar esses impactos
ambientais visando preservar o planeta e os recursos naturais para a atual e futuras geracdes
(GALVAO, 2022).

Esses elementos quimicos metalicos tém uma densidade relativamente alta e sdo
caracterizados por suas propriedades toxicas quando em concentragdes elevadas no ambiente.
Exemplos comuns de metais pesados incluem o merctrio, chumbo, cddmio, cromo, arsénio e
outros. Esses metais sdo amplamente utilizados na indlstria, na agricultura e em varias

aplicagdes tecnoldgicas, mas a sua liberagdo descontrolada no meio ambiente pode causar sérios
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problemas. Os metais pesados sdo conhecidos por sua persisténcia no ambiente e pela
capacidade de se acumularem em organismos vivos, levando a efeitos adversos na saude
humana e nos ecossistemas. As fontes de contaminacdo por metais pesados incluem a
mineracao, a indastria de manufatura, a queima de combustiveis fosseis, entre outras atividades
humanas. Portanto, a gestdo adequada e a redugao das emissdes de metais pesados sdo questdes
criticas para a preservacdo do meio ambiente e da saude publica. A contaminagdo por metais
pesados ¢ um topico de grande importancia para o estudo da ecologia, toxicologia, quimica
ambiental e a saude publica, e medidas rigorosas sdo necessarias para minimizar seus impactos
negativos (GALVAO, 2022).

As plantas que crescem em locais contaminados por metais abrigam um grupo
diversificado de microrganismos, que sao capazes de tolerar alta concentracao de metais além
disso proporcionam uma série de beneficios as plantas (IDRIS et al., 2004; ZAREI et al., 2008,
2010). Entre os microrganismos envolvidos na fitorremediacao, as bactérias da rizosfera podem
melhorar diretamente o processo de remediagdo, alterando a biodisponibilidade do metal
através da alteracdo do pH da agua/solo, da liberagdo de quelantes e de reagdes de

oxidagao/reducdo (MA et al., 2011; RAJKUMAR et al., 2010).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Metais pesados

Os metais sdao um grupo particular de elementos que diferentemente dos poluentes
organicos, ndo podem ser degradados por processos biologicos (MUHAMMAD et al., 2009).
Neste sentido, o excesso de metais ¢ prejudicial aos ecossistemas aquaticos, pois ao se
acumularem no fundo do sedimento, comecam a subir na cadeia alimentar, geralmente
bioacumulando em niveis troficos mais altos e podendo causar disturbios cronicos e agudos em
humanos e animais (GALL; BOYD; RAJAKARUNA, 2015). Mas vale lembrar que os metais
nem sempre sao toxicos para os seres vivos. Alguns deles, por exemplo, Ni, Fe, Cu, Zn e Cr,
quando em baixas concentragdes, atuam como micronutrientes essenciais e cofatores de muitas
enzimas. Por outro lado, outros como, Hg, Ag e Cd nao possuem funcao biologica conhecida e
mesmo em baixas concentragdes sao letais para plantas, microrganismos e seres humanos
(KHAN et al., 2009).

A preocupagdo mundial com as questdes ambientais aumentou consideravelmente,
devido as contaminagdes cronica e aguda por metais geradas em 4reas sujeitas a exploragao de
minérios, processos e produtos industriais, aplicagdo agricola (MISHRA et al., 2019) e o risco
iminente de acidentes ambientais, tais como, rompimento de barragens de rejeitos
(THOMPSON et al., 2020). Visto essas situagdes e a falta de saneamento basico recorrente
(DUBE et al., 2020), ¢ necessario promover a inovagdo em tecnologias de descontaminagao
para poder remediar ou mitigar locais poluidos e promover a prote¢ao dos ecossistemas, usando
estratégias eficientes, ecoldgicas e baratas (ROYCHOWDHURY; DATTA; SARKAR, 2018).

Aguas e solos podem ser contaminados por alta concentragio de metaloides e metais
vestigiais através de diversas fontes como: atividades industriais, fertilizantes e pesticidas,
tintas, irrigagdo, derramamento petroquimico, lodo de esgoto, entre outros (HAIDER et al.,
2021).

O termo metal traco ¢ utilizado para determinar qualquer substancia quimica metalica
que tenha alta densidade e toxidez, mesmo em baixas concentragdes (ZULFIQAR et al., 2019).

Os metais tracos incluem elementos como aluminio (Al), arsénio (As), berilio (Be),
cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), chumbo (Pb), merctrio (Hg) , niquel (Ni), e
zinco (Zn) (KARIMPOUR et al., 2018).

A contaminagdo por metais traz passivos ao meio ambiente, prejudicando todos

ecossistemas e também a satide humana, pela ingestao de alimentos contaminados, contato com
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corpos hidricos, consumo de 4gua, redu¢do da qualidade de alimentos reducdo de terras
agricultaveis e consequentemente aumento da inseguran¢a alimentar (HASSAN et al., 2019;

ZULFIQAR et al., 2019) (RASUL et al., 2021).

2.1.1. Cadmio

A poluicdo do Cd nas aguas subterraneas e no solo ¢ observada em todo o mundo
(CHELLAIAH, 2018). O cadmio ¢ extremamente biopersistente, mas tem efeitos toxicoldgicos
e permanece residente por muitos anos apos ser consumido pelos organismos (WEGGLER et
al., 2004). A entrada de Cd antropogénico nas dguas subterraneas e no solo ocorre através da
industria metaltrgica, trafego, aterros sanitarios, mineracao, incidentes, emissdes de combustao
e lodos de esgoto (BIGALKE et al., 2017). Da mesma forma, a utilizagdo de fertilizantes
fosfatados sintéticos que contém Cd como impureza € uma causa comum para a elevagdo da
concentracdo de Cd nas dguas subterraneas e no solo (KUBIER; PICHLER, 2019).

O cadmio ¢ um componente de produtos refinados de petréleo como impureza
(BUEKERS, 2007). Tem potencial para ser transferido para a cadeia alimentar e pode ser toxico
para a biota (HAIDER etal., 2021). As fontes de cddmio para transferéncia podem ser de carater
difuso ou local. Fontes locais, ou seja, instalagdes industriais, minas ou depdsitos de minas
descartados (CLOQUET et al., 2006) e de carater difuso, ou seja, o reuso de aguas residuais, as
atividades atmosféricas e as atividades agricolas sdo as principais fontes de distribui¢do de Cd
no solo e no meio ambiente (KNAPPE et al., 2008). Globalmente, aterros sanitarios, baterias
de Cd-Ni e residuos solidos urbanos sao as principais fontes de polui¢do por Cd (KHAN et al.,
2017). O uso mais importante do Cd ¢ em baterias de Cd-Ni, que sdo conhecidas por seu alto
rendimento, baixa manuten¢do, longa vida 1til e alta tolerancia ao estresse elétrico e fisico
(WUANA; OKIEIMEN, 2011).

Os mecanismos envolvidos na absor¢ao de Cd pelas raizes das plantas geralmente
compreendem a rivalidade nos locais de absor¢ao entre o Cd e outros minerais nutrientes com
caracteristicas quimicas semelhantes (HASAN et al., 2019). O cddmio em minerais substitui o
ion calcio (Ca?") devido a ter carga idéntica e raio idnico e comportamento quimico semelhantes
(KUBIER; PICHLER, 2019). Pesquisas mostram que a concentragio de Mg>*, Ca*" e K**
diminuiu em pepino (Cucumis sativus), milho (Zea Mays), tomate (Lycopersicon esculentum)
e alface (Lactuca sativa) devido aos altos niveis de Cd no solo(NAZAR et al., 2012). Nas raizes
de alface, houve relagdo antagonica entre Zn e Cd e sua absorc¢ao ativa (TRAN; POPOVA,

2013). Da mesma forma, outros minerais nutrientes, como o nitrato, ndo possuem caracteristicas
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quimicas idénticas as do Cd, mas sdo afetados pela sua existéncia no solo (KUBIER; PICHLER,
2019). Inicialmente, o Cd entra nas raizes das plantas e danifica o sistema radicular e a
morfologia da planta (HASAN et al., 2007). A absor¢do de cddmio através da membrana
plasmatica das células radiculares ¢ regulada pela diferenca de potencial eletroquimico entre a

atividade do Cd no citosol e nos apoplastos da raiz (BENAVIDES et al., 2005).

2.1.2. Cobre

Diferentemente do Cadmio, o Cobre ¢ um elemento essencial para os seres vivos
(FESTA; THIELE, 2011). A principal fonte natural de Cu ¢ o solo, que por sua vez varia de
acordo com o material de origem. Solos sedimentares tendem a ter concentragdes médias de Cu
de aproximadamente 2 mg.kg!, enquanto que solos de origem basaltica possuem médias
naturais em torno de 150 mg.kg! (HUGEN et al., 2013; OLIVEIRA, COSTA, 2004). No Brasil,
concentragdes de Cu total no solo de até 60 mgkg' sdo considerados permitidos, sem a
necessidade de intervengao, de acordo com os critérios e valores orientados para a qualidade de
solos brasileiros (BRASIL, 2009).

Em ambito global, uma das situagdes com maior ocorréncia de contaminagdo com Cu
sdo as areas com o cultivo de frutiferas, onde ocorre a aplicagao de fungicidas que contem Cu
na sua composicao podendo atingir o lencol freatico ou os corpos hidricos por lixiviagao. O
acumulo de Cu nessas areas se deve ao longo periodo de uso, uma vez que se tem registro do
uso do Cu no controle de doencas desde 1850 (FISHEL, 2010).

O cobre ¢ um oligoelemento (minerais necessarios em quantidades de 1 a 100 mg/dia
por adultos) encontrado em altas concentragdes no cérebro, figado e rins. No entanto, devido
ao seu tamanho, os 0ssos € 0os musculos contém mais da metade do cobre do corpo (COLLINS;
KLEVAY, 2011). O cobre esta ligado a ceruloplasmina no figado, que transporta o cobre do
figado para os tecidos periféricos. Aproximadamente 50% do cobre ¢ excretado na bile,
enquanto a metade restante € excretada por outras secrecoes gastrointestinais. Como tal, o trato
gastrointestinal ¢ o principal regulador da homeostase do cobre (MASON, 1979).

Embora o cobre seja necessario como um importante cofator catalitico na quimica redox
para muitas proteinas, quando presentes em excesso, os ions de cobre livres podem causar danos
aos componentes celulares. Um delicado equilibrio entre a captagdo e o efluxo de ions de cobre
determina a quantidade de cobre celular (TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2003). O excesso de
cobre induz ndo apenas estresse oxidativo, mas também danos ao DNA e reducdo da

proliferacdo celular. A ingestdo de mais de 1 g de sulfato de cobre resulta em sintomas de
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toxicidade. A toxicose por cobre pode ser classificada como priméria quando resulta de um
defeito metabdlico hereditario e secundéria quando resulta de ingestdo elevada ou aumento de
absor¢ao ou excre¢do reduzida devido a processos patologicos subjacentes (OE et al., 2016).
Copperiedus (toxicidade do cobre) pode ser causado pelo consumo de alimentos &cidos cozidos
em panelas de cobre ndo revestidas ou pela exposi¢cdo ao excesso de cobre na dgua potavel ou
outras fontes ambientais (FUENTEALBA; ABURTO, 2003).

Muitos casos de toxicidade do cobre sdo frequentemente o resultado do consumo acidental
ou da instalacdo de fontes de d4gua contaminadas, cremes topicos contendo sal de cobre para
tratamentos de queimaduras, alimentos acidos cozidos em panelas de cobre ndo revestidas ou
tentativas de suicidio (a dose letal de cobre ingerido ¢ 10 a 20 g). O sulfato de cobre ¢ um
produto quimico facilmente acessivel em muitos paises e até vendido sem receita. E comumente
usado na agricultura como pesticida, na industria do couro e na fabricacao de cola caseira. A
queima de sulfato de cobre em casas e lojas (como amuleto de boa sorte e para algumas
atividades religiosas) ¢ uma pratica comum entre budistas e hindus. A cor azul brilhante da
forma hidratada dos cristais de sulfato de cobre ¢ atraente para as criangas e ¢ um motivo
frequente de envenenamento inadvertido (GAMAKARANAGE et al., 2011). A doenga de
Wilson € uma doenca autossdmica recessiva caracterizada pelo acimulo excessivo de cobre no
organismo humano e ¢ causada por uma variante no gene que codifica uma enzima cobre-
ATPase (STURNIOLO et al., 1999).

A incidéncia de envenenamento por cobre varia muito de acordo com a regido, mas ¢
incomum nos paises ocidentais; é mais comum nos paises do sul da Asia, onde é mais prevalente
nas populagdes rurais. Os riscos de toxicidade do cobre sdo maiores para recém-nascidos e
criangas, pois tém um sistema de excrecdo biliar imaturo e maior absor¢do intestinal. A
sobrecarga de cobre também € uma caracteristica da cirrose infantil indiana, da cirrose infantil

tirolesa endémica e da intoxicacao idiopatica por cobre (CORONADO et al., 2005).

2.1.3. Zinco

Outro elemento que atua como micronutriente nos seres vivos € o Zinco, trata-
se de um metal essencial, a sua deficiéncia gera consequéncias negativas a saude, porém, niveis
elevados de exposi¢do também podem ser prejudiciais, visto que pode ocorrer toxicidade. E
comum ele estar presente nos alimentos, na agua e no ar, além da exposi¢cdo ocupacional, que
ocorre através de poeiras e fumos de zinco metalico provenientes da mineragdo e fundi¢ao

(KLAASSEN et al., 2012). Ele pode ser encontrado como sulfeto de zinco, 6xido de zinco,
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carbonato de zinco, cloreto de zinco, acetato de zinco entre outras formas na natureza. Como
agente poluidor, o zinco ¢ introduzido no ambiente por fontes antrdpicas, como indistrias de
oxido de zinco, tintas, farmacéuticas, fungicidas, pilhas e baterias (BRAVO, 2018).

O zinco ¢ um metal de transi¢ao geralmente presente na natureza em seu estado divalente.
E considerado um mineral essencial porque ¢ necessario para a produgdo de centenas de
enzimas em todo o corpo. A ingestdo didria recomendada de zinco difere dependendo da
populagdo de pacientes, € a concentragdo normal de zinco no soro ¢ de 109 a 130
microgramas/decilitro. Atua como cofator nas reagdes enzimaticas envolvidas na expressao do
DNA, na estabilizacdo da membrana, no metabolismo da vitamina A e nos sistemas gustativo
e olfativo (TERRIN et al., 2015). Este vasto nimero de fun¢des também contribui para a
importancia do zinco durante o crescimento e desenvolvimento fetal. Além disso, uma
caracteristica da fungdo do zinco no organismo ¢ a sua relacdo inversa com os niveis de cobre,
e frequentemente faz parte das preparacdes farmacéuticas utilizadas no tratamento da doenga
de Wilson (CAMARATA; ALA; SCHILSKY, 2019) A toxicidade cronica do zinco se
manifesta principalmente como deficiéncia de cobre (LAITY; LEE; WRIGHT, 2001).

Como existem muitas fontes de zinco no meio ambiente, a exposi¢do e a toxicidade nao sao
incomuns. H4 relatos de casos de toxicidade como resultado de inala¢ao de fontes ocupacionais
em ambiente de trabalho, uso excessivo de suplementos dietéticos, uso de creme para proteses
dentarias (GREENBERG; VEARRIER, 2015).

A ingestao didria recomendada de zinco para adultos € de 15 mg. Os sintomas geralmente
ndo se tornam evidentes até que a ingestdo exceda aproximadamente 1 a 2 g de zinco
(BARCELOUX, 1999a). Exposigdes toxicas ocorreram pelas vias gastrointestinal, dérmica,
respiratoria e parenteral. A toxicidade inalatéria pode variar em gravidade dependendo do
composto especifico envolvido, bem como da duracao da exposicao. Por exemplo, bombas de
fumaga contendo cloreto de zinco podem causar dor no peito, irritagdo das vias aéreas e até
mesmo um quadro clinico semelhante ao da sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), com fibrose pulmonar como sequelas de longo prazo (MURRAY et al., 2018). Por
outro lado, a inalacao de 6xido de zinco pode levar a uma entidade conhecida como "febre dos
vapores metalicos", que geralmente ocorre secundaria a exposi¢ao ocupacional. Nestes casos,
os trabalhadores que sofrem exposi¢cdo aos fumos através da soldadura, produgdo de ligas e
soldadura de metal podem apresentar sintomas semelhantes aos da gripe, além de tosse e
dispneia, presumivelmente devido aos efeitos diretos do zinco no epitélio pulmonar

(GREENBERG; VEARRIER, 2015).
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A maioria das ingestdes agudas de zinco apresenta apenas sintomas gastrointestinais,
tornando o diagnostico extremamente dificil quando ndo ha historico relatado de exposicao.

Existe uma probabilidade muito baixa de a toxicidade do zinco ser fatal; entretanto, o
prognoéstico depende muito da rapidez com que o paciente recebe o tratamento. Grandes
ingestdes intencionais tém maior probabilidade de causar toxicidade significativa (PLUM;
RINK; HAASE, 2010).

As complicagdes da toxicidade do zinco incluem dispneia recorrente ou inflamacgao das vias
aéreas apos exposi¢ao por inalagdo ou efeitos gastrointestinais com desidratacdo e potencial
sangramento gastrointestinal apos ingestdes. Os efeitos adicionais incluem letargia, anemia e
tontura (PLUM; RINK; HAASE, 2010). Exposi¢des cronicas podem causar efeitos na medula
Ossea e polineuropatia devido a deficiéncia concomitante de cobre. A toxicidade do zinco
também prejudica o metabolismo do cobre, causando anemia. O consumo excessivo de zinco
por um longo periodo de tempo aumenta o risco de cancer de prostata e de mortalidade

relacionada ao cancer de prostata (GUMULEC et al., 2011).

2.1.4. Niquel

O niquel consumido representa cerca de 65% empregados na fabricacdo de aco
inoxidéavel austenitico (ligas de aco inoxidavel austenitico recebem entre 8 e 10,5% de niquel
em sua composi¢cao (ABINOX, 2019) e outros 12% em superligas de niquel. Os 23% restantes
sdo repartidos na producdo de outras ligas metalicas, baterias recarregaveis, reagdes de catalise,
cunhagens de moedas, revestimentos metalicos e fundi¢do. O niquel assim como qualquer outro
metal, pode ser encontrado em rochas que o contenham (ICZ, 2018).

O niquel carbonil ¢ a causa da toxicidade aguda observada em exposigdes ocupacionais.
Muitas vezes descrito como um liquido volatil incolor a amarelo, pode ter um odor de mofo ou
fuligem, que ¢ dificil de detectar em concentragdes perigosas. O niquel carbonil encontra
aplicagoes significativas em ambientes industriais como catalisador em reagdes de carbonilagao
envolvendo plastico, petréleo ou revestimento de aco (BARCELOUX, 1999b). O niquel ¢ um
conhecido culpado pela dermatite de contato e ¢ encontrado em varios itens de uso didrio, como
produtos domésticos, roupas, cosméticos, equipamentos médicos e joias. Quando o suor
interage com itens que contém niquel, sais soliveis de niquel sdo liberados e podem ser
absorvidos pela pele, levando a uma reagao de hipersensibilidade do tipo retardada. Uma vez
sensibilizada, a hipersensibilidade ao niquel pode persistir indefinidamente (BARCELOUX,

1999b). Embora o contato com o niquel possa ocorrer através da dieta e de fontes naturais,
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como solo e dgua, a exposi¢ao no local de trabalho ¢ o local predominante para toxicidade
significativa. O uso ocupacional pode ser observado no proprio refino do niquel, seja na
fundicdo ou na recuperagao. As industrias incluem fabricantes de baterias, aco inoxidével,
soldadores e refino de petroleo (SUNDERMAN, 1989).

A toxicidade do niquel pode ocorrer através de varias vias de exposicdo, incluindo
inalacdo, ingestao, injecdo e absor¢ao dérmica. Os sintomas podem ocorrer imediatamente apos
a exposicdo ou ser tardios. A inalagdo pode causar disfuncdo respiratoria, neurologica e
hepatica. Os achados pulmonares incluem pneumonite e lesdo pulmonar aguda. Outros achados
incluem edema cerebral, miocardite, alteracao do estado mental e convulsdes. Num relato de
caso, a inalagdo de nanoparticulas de niquel levou a sindrome do desconforto respiratdrio
agudo, onde as nanoparticulas foram encontradas em macréfagos do tecido pulmonar (BEGUM
et al., 2022).

A ingestdo de sais de niquel manifestara toxicidade aguda. Os sintomas gastrointestinais
sdo proeminentes, incluindo nauseas, vomitos, diarreia e dor abdominal. Acredita-se que isso
seja causado pela peroxidacao lipidica, levando a ruptura da membrana celular com influxo de
calcio e morte celular (SUNDERMAN, 1989). A toxicidade parenteral pode ocorrer na
hemodialise se a 4gua armazenada for mantida em um recipiente de niquel. Seus sintomas sdo
semelhantes aos da toxicidade do niquel carbonil. A absor¢do dérmica pode levar a
sensibilidade cutanea tipo IV, causando prurido e papulas eritematosas. A dermatite tem duas
fases; primeiro, a pele fica sensibilizada quando inicialmente exposta ao niquel e, na fase dois,
a pele reexposta faz com que a alergia se manifeste como erup¢io cutinea (AHLSTROM et al.,
2019).

A exposicao pode vir de meios ambientais, incluindo solo, poeira vulcanica, poluicdo
industrial, alimentos e agua. A d4gua doméstica pode conter niquel devido a corrosao dos tubos.
O niquel ndo ¢ um elemento essencial, mas ¢ encontrado em varios alimentos. De acordo com
a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA, a ingestao oral varia de 100 a 300 mcg por dia. O
consumo didrio de niquel oral ¢ de cerca de 20 mcg e a inalagdo inclui 0,4 mcg. A absor¢ao
ocorre através da pele, trato gastrointestinal e pulmdes. Nem todo niquel inalado ¢ absorvido
sistemicamente; pode ser tossido ou permanecer no trato respiratdrio, pois a solubilidade
depende do composto de niquel. O niquel carbonil ¢ altamente solivel e facilmente absorvido.
Os sais de niquel tém menor absor¢do e podem permanecer no trato gastrointestinal. A sua
absor¢ao também ¢ retardada com a presenca de alimentos no estomago (BARCELOUX,

1999b)
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A absorc¢do dérmica depende da poténcia e da integridade da pele (BASKETTER, 2021).
O niquel atravessa a placenta e também pode ser encontrado em 6rgdos solidos como coragao,
pulmdes e figado (RENU et al., 2021; REZUKE; KNIGHT; SUNDERMAN, 1987). A duracao
da exposicao e a solubilidade do niquel afetam a deposi¢cdo de niquel em areas como o trato
respiratério (TORJUSSEN; SOLBERG; HOGETVEIT, 1979). O niquel no sangue esta
principalmente ligado a albumina, com a presenca da proteina transportadora niqueloplasmina.
A distribui¢do do niquel no corpo varia dependendo da via de exposi¢cdo. Apds a exposi¢cao ao
niquel carbonil, as concentragdes mais altas de niquel sdo normalmente encontradas nos
pulmdes, cérebro, rins, figado e glandulas supra-renais. Este padrao de distribui¢do destaca a
afinidade do niquel por certos 6rgaos e tecidos e enfatiza os riscos potenciais a satide associados
a exposicao a compostos de niquel (BARCELOUX, 1999b). Nao se sabe que o niquel apresenta
toxicidade cumulativa, o que significa que ndo tende a se acumular no corpo ao longo do tempo.
Em vez disso, ¢ eliminado principalmente pela urina e fezes. A eliminagdo do niquel segue uma
cinética de primeira ordem, o que significa que a taxa de elimina¢do ¢ proporcional a

concentracdo de niquel no corpo (BEGUM et al., 2022).

2.2. Biorremediacao

Todos os dias, uma quantidade substancial de aguas residuais ¢ lancada no meio
ambiente por diversas fontes industriais e domésticas. Mesmo com uma industria mais
cuidadosa, com métodos e protocolos apropriados de tratamento pos-utilizagdo implementados,
a producao de residuos nao pode ser totalmente anulada ou evitada. Com o crescimento
continuo da populacdo, a poluicdo da adgua ¢ inevitavel. Estratégias eficazes de tratamento e
reutilizacdo de aguas residuais sdo essenciais e criticas para um ambiente sustentavel. Os
processos de tratamento bioldgico tém vantagens inerentes sobre tratamentos € processos
quimicos agressivos. Com técnicas e design adequados, a biodegradagao de poluentes e o
tratamento biologico de dguas residuais provaram ser bem-sucedidos, eficientes e economicos
(SINHA et al., 2019).

O termo biorremediagdo ¢ utilizado para descrever o processo de utilizagdo de
microrganismos para degradar ou remover poluentes do ambiente (VOLESKY, 2001). A
biorremediacao também pode ser definida como qualquer processo que utiliza microrganismos,
plantas ou suas enzimas para retornar ao ambiente natural degradado por contaminantes a sua
condicdo original (CHANEY et al., 2005; HUANG et al., 2004; SUSARLA; MEDINA;
MCCUTCHEON, 2002). A biorremediagdo de metais pesados envolve a remocao de metais
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pesados das aguas residuais e do solo através de vias metabodlicas ou fisico-quimicas. Trata-se
de uma tecnologia ecofriendly, é rentavel, esteticamente agradavel, potenciadora da diversidade
(CHANEY etal., 2005; HUANG et al., 2004; SUSARLA; MEDINA; MCCUTCHEON, 2002)
e, mais importante, ¢ capaz de reter o estado de fertilidade do solo mesmo apds a remogao de
metais pesados (KIRKHAM, 2006). Dos diversos métodos utilizados no tratamento de
efluentes industriais, o biotratamento oferece uma alternativa mais barata e ecologicamente
correta para a degradagdo bioldgica de efluentes industriais. A biorremediacao sao tecnologias
de controle de poluicdo que utilizam sistemas biologicos para catalisar a biodegrada¢ao ou
transformagdo de varios produtos quimicos toxicos em formas menos prejudiciais. Este
processo natural de biorremediacdo inclui a bioengenharia, as capacidades naturais dos
microrganismos para limpar o meio ambiente se apresenta como uma alternativa eficaz aos
métodos convencionais de remediacdo (SARANRAJ; STELLA, 2012).

Em compara¢do com os processos de tratamento fisico e quimico, a biorremediacao
utiliza microrganismos (incluindo fungos, bactérias e algas) como células livres, biofilmes ou
agregados (ou flocos de lodo ativado) e desempenha um papel importante no fornecimento de
uma solugdo mais verde, econdmica e sustentdvel para o tratamento de agua, ar e solo
contaminados (DAS; ADHOLEYA, 2015). Portanto, métodos de tratamento bioldgico tém sido
amplamente utilizados para tratar contaminantes organicos e inorganicos de dguas residuais.
Além da aplicagdo direta convencional de microrganismos, em que as células microbianas sao
livremente expostas aos residuos contaminados no solo, no ar ou na agua - uma abordagem
alternativa ¢ onde as células microbianas sao cultivadas e imobilizadas (ou encapsuladas) em
uma matriz de gel polimérico permedvel (DAS; ADHOLEYA, 2015), e os micrdbios
imobilizados dentro da matriz do gel sdo expostos indiretamente ao meio contaminado.

Historicamente, os microrganismos isolados de fontes diversas foram utilizados pela
primeira vez para a produgao in situ de enzimas. Em 1969, enzimas imobilizadas (aminoacilase)
foram usadas pela primeira vez industrialmente para a producdo continua de L-aminoécidos a
partir de acil-D L -aminoécidos (TOSA et al., 1979). Gradualmente, as enzimas imobilizadas
foram substituidas por bactérias viaveis imobilizadas para a produgdo de enzimas in situ € isso
foi vantajoso devido a eliminagao de etapas dispendiosas de separagao e purificagdo de enzimas,
aumento da meia-vida e atividade de enzimas bacterianas intactas e aumento na taxa de
regeneragdo. de bactérias imobilizadas - levando a um beneficio adicional de sua possivel
reutilizagao (WINNICKI; SZETELA; WISNIEWSKI, 1982). Dentro de algumas décadas, esse
avango atraiu a atengdo e varios grupos de pesquisa adaptaram a tecnologia imobilizando

bactérias para o tratamento de contaminantes organicos (RAMAKRISHNA; PRAKASHAM,



24

1999), como degradacao de fenol (BETTMANN; REHM, 1984), pentaclorofenol, 4-cloro- 2-
nitrofenol e 4-clorofenol (BEUNINK; REHM, 1990). Também existem outras diversas
aplicagdes de células bacterianas imobilizadas, como no tratamento de aguas residuais (AN et
al., 2008), o que levou a uma investigagao aprimorada sobre aspectos mais fundamentais dos
sistemas celulares imobilizados, como os seus efeitos no consércio bacteriano (BAZOT;
LEBEAU, 2009) no caso de sistemas multiespécies.

O uso de células livres para remediagdo tem algumas desvantagens, incluindo baixa
concentracdo de biomassa em um determinado local/tempo, facil eliminagdo de microbios
durante a aplicacdo e suscetibilidade a estressores externos. O emprego de células bacterianas
imobilizadas ou encapsuladas tem algumas vantagens especificas sobre as formas livres
(espécie unica ou consorcio) para biorremediagdo, por exemplo, separa¢do eficiente de
biomassa da agua tratada, controle espaco-temporal eficaz de biomassa dentro do meio
contaminado, maior capacidade de sobrevivéncia, estabilidade e reutilizagdo sem perda de
atividade (MARTINS et al., 2013). Além da biorremediac¢do, as células imobilizadas também
tétm sido amplamente utilizadas em outras inumeras aplicagdes, incluindo industria
farmacéutica, engenharia quimica/de processos, industria alimenticia e aplicacdes de
biossensores (MARTINS et al., 2013). Os avancos nesta area, especialmente na ultima década,
destacam a promessa desta tecnologia emergente para diversas aplicagdes. Outra maneira
natural pela qual os microbios sdo imobilizados na natureza ¢ através da formacao de biofilmes
microbianos (FLEMMING et al., 2016; FLEMMING; WUERTZ, 2019) que imobilizam
microbios em superficies dentro de uma matriz de substancia polimérica extracelular (EPS)
auto secretada (WINGENDER; NEU; FLEMMING, 1999). O papel dos biofilmes no setor de
agua/remediacdo também testemunhou um crescimento exponencial de pesquisas nos ultimos
tempos e impactos do biofilme na infraestrutura hidrica (FLEMMING et al., 2016), bem como
biofiltros baseados em biofilme para agua potavel e remediacao de dguas residuais (KIRISITS;
EMELKO; PINTO, 2019; LAUDERDALE et al., 2012; MCKIE et al., 2019) estdo sendo mais
amplamente pesquisados.

Ao longo da evolugdo, as bactérias desenvolveram varios mecanismos de resisténcia a
estresses, pelos quais podem imobilizar, mobilizar ou transformar metais, reduzindo sua
toxicidade para tolerar a capta¢do de ions metalicos. Esses mecanismos incluem sequestro
fisico, exclusdo, complexacdo e desintoxicacdo de metais (RAJKUMAR et al., 2010). O
acumulo desses ions, incluindo a biossor¢ao e a bioacumulagao intracelular, ¢ frequentemente
um dos mecanismos de resisténcia a metais encontrado em microrganismos (SRINATH, 2002).

A biossorc¢ao ¢ um processo rapido, que envolve adsorcao fisica, troca idnica e complexacio na
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superficie celular. J4 a bioacumula¢do que envolve o transporte de metais para as células
bacterianas por um processo ativo dependente do metabolismo, ocorre mais lentamente
(GADD, 1990; SRINATH et al., 2002). E sabido que muitas bactérias possuem transportadores
de efluxo que excretam metais toxicos ou metais que estdo presentes em uma concentragao
muito alta fora da célula por meio de bombas. Esses tipos de transportadores sdo caracterizados
por uma alta afinidade pelo substrato e, portanto, sdo capazes de reduzir a carga de metal no
citosol (HAFERBURG; KOTHE, 2007).

Outro processo de biorremediagao ¢ a fitorremediacdo, que € o processo de tratamento
de areas contaminadas mediado por espécies vegetais que vao extrair, sequestrar e desintoxicar
poluentes (REZANIA et al., 2016). As macroéfitas aquaticas, por exemplo, sdo amplamente
investigadas e utilizadas no tratamento de adguas superficiais (BHATIA; GOYAL, 2014). As
espécies de macrofitas aquaticas adequadas para fitorremediacdo de metais sdo altamente
tolerantes ao estresse por esses agentes. Além disso, elas t€ém um crescimento rapido, possuem
biomassa elevada e podem acumular altas concentra¢des de metais em seus tecidos (LIU et al.,
2016).

Uma maneira de tornar o processo de fitorremediacdo realizado por plantas aquaticas
ainda mais eficaz para descontaminar ambientes com elevadas concentragdes de metais ¢
utilizar microrganismos associados com essas plantas (AAFI et al., 2012; YANG et al., 2012).
No geral, as atividades microbianas melhoram a eficacia dos processos de fitorremediagdo de
duas maneiras complementares: (i) promovendo diretamente a fitorremediacdo, na qual os
microrganismos associados a planta melhoram a translocagdo de metais (facilitando a
fitoextracdo) ou reduzem a mobilidade e disponibilidade de metais na rizosfera
(fitoestabilizacdo), e (ii) indiretamente, na qual os microrganismos conferem a planta tolerancia
ao metal e/ou aumentam a produgdo de biomassa vegetal, a fim de remover ou deter os

contaminantes (RAJKUMAR et al., 2012).

2.3. Microrganismos Resistentes a metais

Microrganismos resistentes a metais associados a plantas foram relatados com potencial
para estimular a aquisi¢do de nutrientes pelo vegetal, reduzir a toxicidade do contaminante,
mobilizar/imobilizar metais, reciclar nutrientes, melhorar a saude das plantas e controlar
patogenos vegetais (AAFI et al., 2012; WUANA; OKIEIMEN, 2011). Por sua vez, as plantas
fornecem nutrientes de origem radicular, incluindo aminoacidos, aglcares, acidos organicos

etc., que podem ser metabolizados para fornecer o crescimento microbiano (DAKORA;
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PHILLIPS, 2002). Como o sucesso do processo de fitorremediacdo também depende da
capacidade da planta de suportar a toxidade do metal e produzir biomassa adequada, os
microrganismos promotores de crescimento vegetal tém sido estudados (AAFI et al., 2012;
KUFFNER et al., 2010).

Estudos recentes investigando o papel dos microrganismos associados a plantas na
protecdo contra o estresse por metais, demonstraram que a colonizacdo bacteriana geralmente
resulta no aumento da captacdo de nutrientes e no aumento da biomassa vegetal (DIMKPA et
al., 2008; MA, 2011).

Outro beneficio da associacdo dos microrganismos com as plantas ¢ a capacidade que
algumas bactérias tém de fixar nitrogénio atmosférico. As bactérias diazotrdoficas possuem
genes nif, que codificam enzimas atuantes no processo de fixacao biologica de nitrogénio (N>),
convertendo em amonia (NH3) e amonio (NH4") através da acdo da nitrogenase, o que vai
beneficiar todos os demais seres vivos (GLICK, 2012).

Além de melhorar a absor¢do de nutrientes e o crescimento da planta, os
microrganismos associados a vegetais aliviam a toxidade dos metais toxicos, reduzindo a
producao de etileno por estresse. Em geral, o estresse por metais induz a producao endogena de
etileno nas plantas, o que pode prejudicar o crescimento das raizes e, consequentemente, o
desenvolvimento vegetal. Bactérias benéficas comumente encontradas na rizosfera podem
conter a enzima 4cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) desaminase, que reduz a
producdo de etileno por estresse nas plantas através da degradacdo do precursor de etileno,
ACC em a cetobutirato € amonia, possibilitando o crescimento das plantas sob estresse, como
¢ desejado em um processo de fitorremediacdo (GLICK et al., 2007).

A contaminacdo do ambiente por metais afeta a biodiversidade da comunidade
bacteriana, causando alteragdes na sua estrutura (GOLEBIEWSKI et al., 2014; PALMOROTH
et al., 2007). Geralmente a diversidade de bactérias diminui quando hé a aporte de metais
pesados. Alguns grupos de bactérias parecem nao ser afetados, enquanto outros podem até
sofrer um aumento de sua abundancia, em razdo da tolerancia a metais pesados que tais grupos
apresentam e a diminui¢ao da competi¢ao no habitat (BERG et al., 2012; SHEIK et al., 2012;
VIGLIOTTA et al., 2016).

Imobilizacdo de uma cultura pura (cepa unica) ou de um consoércio microbiano
formulado em laboratoério ¢ mais facil e mais eficiente para uma aplicacdo especifica em
comparac¢ao com a imobilizagao de uma populagao microbiana em crescimento natural obtida
a partir de um ambiente contaminado complexo que pode consistir em numerosas espécies

microbianas conhecidas e desconhecidas (patogénicas/ndo patogénicas/tolerantes/resistentes
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entre si). Com alto grau de heterogeneidade, a agdo sinérgica/antagonica na comunidade
microbiana em crescimento natural, seus padrdes de crescimento interdependentes e
comportamento metabdlico extenso provavelmente tornam um desafio atingir objetivos

especificos de remediagdo (MEHROTRA et al., 2019).

2.4. Serratia marcescens

O género Serratia faz parte da familia Enterobacteriaceae, essa familia abrange um grupo
de bactérias gram-negativas relacionadas tanto em seu fenotipico quanto em suas sequéncias de
DNA. Elas habitam diferentes organismos ¢ ambientes que variam desde insetos, mamiferos,
pacientes humanos hospitalizados até dgua, solos e plantas, muitas das vezes sao relacionadas
como patdgenas. A maioria dos isolados de Serratia foi encontrada em pacientes hospitalizados
e em aguas, sendo a espécie Serratia marcescens a mais comum em ambos locais (GRIMONT;
GRIMONT, 2006). Diversos estudos vem mostrando o potencial dessas bactérias no processo
de biorremediacao de metais como niquel, cromo, cobre, entre outros metais (ANDREAZZA
et al., 2012; BARBOZA et al., 2017; CRISTANI et al., 2012; KANNAN; RAMTEKE, 2002;
ZAKERI et al., 2010; ZHANG:; LI, 2011). A Serratia também produz moléculas importantes
como as pirazinas usadas nas industrias alimenticias para melhorar o sabor de produtos;
enzimas como as quitinases que sao potencialmente usadas no tratamento de rejeitos contendo
quitina produzida pela industria de embalagens de frutos do mar atuam como agentes de
biocontrole contra fungos patogénicos de plantas; e participam da producdo de adesivos,
curativos e recuperacdo de metais pesados de aguas (GRIMONT; GRIMONT, 2006).

A ampla produg¢ao de moléculas por certas espécies de Serratia tornam essas bactérias
interessantes para serem aplicadas em diferentes processos de biorremediagdao, (QUEIROZ,
2018). A Serratia sp. SVGG16 isolada de solos tropicais foi capaz de produzir compostos
surfactantes durante o seu crescimento em meio contendo gasolina misturada com alcool. Os
surfactantes por serem moléculas anfipaticas, diminuiram a tensao superficial e interfacial em
sistemas aquaticos contaminados com hidrocarbonetos, como a gasolina, melhorando a
restauragdo dessas areas a partir do aumento da area de superficie para a coloniza¢do dos
microrganismos, comprovando assim a sua utilizacdo em diversos processos biotecnologicos
(CUNHA et al., 2004). E também resistente a metais como Manganés (QUEIROZ, 2018);
Outros metais como Arsénio, Niquel e Cromo (BHATTA et al., 2023); Cadmio, entre muitos

outros metais (CHEN et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de resisténcia de microrganismos isolados da planta aquética T.
domingensis (Taboa) quanto aos metais Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Niquel (Ni) e Zinco (Zn) e

o potencial de extracdo desses metais em solugdes aquosas.

3.2. Objetivos Especificos

e Selecionar dentre os organismos isolados aquele com maior resisténcia aos
metais;

e Seclecionar dentre os metais aquele que teve melhor crescimento dos
microrganismos;

e Analisar o potencial de biorremediacao da bactéria ao metal selecionado;
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4. METODOLOGIA

4.1.Microrganismos utilizados

O grupo de pesquisa em Microbiologia Ambiental da Universidade Estadual Norte
Fluminense - UENF dispde de uma cole¢do de microrganismos ja isolados da planta aquatica
Typha domingensis conhecida popularmente como Taboa. A coleta desta planta para
isolamento microbiano foi realizada na lagoa do Campelo, que fica localizada entre os
municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco do Itabapoana (BARROSO, 2018).
Ap0s esse isolamento, foram identificados 40 microrganismos os quais o grupo realizou testes
de resisténcia a metais e potencial de promogado do crescimento vegetal j4 que alguns desses
microrganismos ja haviam sido estudados com esse potencial (BARROSO, 2018). Entao, a
partir destes isolados de taboa foram selecionados os microrganismos que tém maior resisténcia
a metais, e realizamos testes utilizando outros metais como Cadmio, Cobre, Niquel e Zinco e
utilizando técnicas diferentes para melhor entender o comportamento desses microrganismos.
4.2.Cultivo e manuten¢io dos microrganismos

Os microrganismos utilizados nesse trabalho foram cultivados em meio Lurian Bertani
(LB) (1% de Peptona de Caseina; 0,5% de Extrato de Levedura; 1% Cloreto de Sédio). Todos
os componentes do meio de cultura foram dissolvidos em agua destilada e esterilizados a 121
°C por 15 minutos em autoclave. Para o cultivo, as culturas foram incubadas a 30 °C e 175 rpm
por 24h. Para o preparo de culturas estoque, uma colonia isolada foi colocada em um tubo de
1,5 mL contendo 1 mL de 4gua destilada autoclavada, sendo mantida a temperatura ambiente.
4.3.Concentracao inibitéria minima

A concentracdo inibitoéria minima (CIM), definida com a menor concentracao de uma
substancia capaz de inibir o crescimento de um organismo (WIEGAND; HILPERT;
HANCOCK, 2008), foi utilizada para estimar a resisténcia das cepas aos metais Caddmio; Cobre;
Niquel e Zinco. Para tanto, uma aliquota de 10 pL de cada microrganismo com 0,1 D.Osoonm
crescido em meio LB liquido foi inoculada em placas de Petri contendo meio de cultura LB
com concentragdes crescentes de CuClz (60; 180; 300 e 420 ppm); CdCl, (150; 300; 600 e 900
ppm); NiCl, (150; 300; 600 ppm) e ZnCl, ( 400; 800; 1200) e placas controle sem a adigdo dos
metais. Todas as placas foram incubadas por 5 dias a 30 °C em estufa bacteriologica e seu
diametro foi medido diariamente (24h; 48h; 72h; 96h e 120h) com paquimetro Modelo (King
Tools 300mm) e calculado a 4rea de crescimento para identificar o tamanho da colonia mm?.

Os experimentos foram realizados em quintuplicatas e feito o registro fotografico das placas.
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De acordo com a auséncia e presencga de colonias foi determinada a CIM e ponderado aquele
isolado que melhor apresentou resisténcia aos metais Cd*%; Cu*?; Ni*? e Zn *2,
4.4.Curva de Crescimento do Indculo

Foi preparado um pré-inoculo da bactéria em erlenmayer de 250 mL contendo 50 mL
de Meio de cultivo LB, por 24h a 175rpm. Apoés as 24h, a densidade da cultura foi medida em
espectrofotometro (SHIMADZU UV-1800) e seu valor ajustado a 0,1 DOsoonm que corresponde
a 10® células.mL'. Para realizar a curva de crescimento das bactérias S. marcescens, E.
Asbusiae; e R. ornithinolytica, foram utilizados erlenmayer de 250 mL contendo 50 mL de Meio
de cultivo LB sem glicose e outro suplementado com glicose a 1% + in6culo padronizado sob
agitacdo e temperatura de 175rpm e 30 °C, respectivamente, em uma Incubadora Refrigerada
com agitacao constante (TECNAL TE-242). Foram retiradas aliquotas a cada 2h por um periodo
de 36 horas e a densidade da cultura foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 600nm. O crescimento das cepas determinado através da Absorbancia da amostra e os
graficos foram gerados através do Microsoft Excel. O Experimento foi realizado em triplicata.
4.5.Quantificacdo de biomassa

O valor da biomassa produzida durante o processo de cinética de crescimento do
microrganismo foi quantificado através de método direto, em que, o material produzido foi
secado para determinacdo de seu peso (GRISSI, 1984).

Para quantificar a massa seca da bactéria, 20 mL do meio de cultura de cada tratamento foi
centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos e lavado por 3 vezes com agua destilada. Em seguida,
o material foi colocado para secar em cadinhos limpos e numerados na estufa de circulacao de
ar durante 24h a 85 °C, os cadinhos foram pesados anteriormente para obter o valor da massa
final. Apds resfriamento por 20 min em dessecador, os cadinhos foram pesados novamente, os
valores descontados do valor inicial e convertidos em concentragao celular (mg/L) (GRISI,
1984).
4.6.Biossorc¢io de Cadmio e Zinco em solucdes aquosas

A determinagdo da biossor¢do do Cadmio e Zinco pela bactéria foi realizada através do
método de Espectroscopia de Absor¢do Atomica (EAA) com chama de acetileno em
comprimentos de onda especificos para cada metal e calibrado com solugdes padrao antes da
analise. Foram verificados o efeito do tempo, se ele poderia influenciar de forma positiva na
quantidade de metal absorvido, da concentragdo da biomassa viva, se a quantidade de bactéria
também seria um fator relevante para a absor¢ao e da concentracdo dos metais no meio de
cultura, se esses metais poderiam também atrapalhar nas atividades metabolicas da bactéria

influenciando de forma negativa o processo (RIBAS; SILVA, 2023).
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Esta técnica tem sido amplamente utilizada para determinagdo e identificacdo de ions
metalicos em diferentes tipos de amostras, tanto s6lidas quanto liquidas, por ser considerado
um método qualitativo e quantitativo bastante preciso. Outras vantagens deste método sao a
rapidez, a elevada seletividade e os custos relativamente moderados (MUSTRA, 2009). Os
isolados foram cultivados em diferentes concentragdes de Cadmio e Zinco (50 e 100 ppm para
ambos os metais) durante 36h.
4.7.Analise de Cadmio e Zinco adsorvidos nas células

Para analise de metais adsorvidos foi utilizado a metodologia de Digestao via imida nitro-
perclorica (NP), adaptado de Zasousk e Burau (1977). Apds o periodo de incubagdo a cada 12h
em shaker orbital em temperatura de 30° a 175rpm, o caldo bacteriano foi centrifugado por dez
minutos a 10000 rpm, descartado o sobrenadante e realizada duas lavagens do "pellet" em
tampao fosfato de sddio (8 mM de NaxHPO4.12H0; 1,9 mM de NaH>PO4.2H»0; 8 gramas de
NaCl; pH 7,3) conforme Moreira et al. (1993) e Pot et al. (1994). A biomassa bacteriana obtida
foi pesada e submetida a digestdo por via imida com d&cido nitrico e perclérico (2:1), e
posteriormente foi determinada a concentracdo de cada metal no extrato de digestdo em
espectrofotometro de absor¢ao atdmica. A partir desta determinagdo, foram calculados a taxa
de remocio de metal do meio de cultura (mg. L™!) e o teor do metal na biomassa (mg. L!). Foi
adicionado 3,5 mL de acido nitrico P.A, a 25 °C, ambiente termotizado a massa celular seca.
Apbs repouso por uma noite, os tubos foram aquecidos em bloco digestor (80 °C a 100 °C) em
capela de exaustdao por aproximadamente 2h e 30 minutos, visando evaporar o acido utilizado
para digestao. Logo apds, foi adicionado a amostra, 0,5 mL de acido perclorico P.A. e a
temperatura foi aumentada de forma gradual até atingir 200 °C e seguindo com a digestdo até
que todo o acido fosse dissipado (dissipacdo de vapores emanados do tubo). Ao final do
processo foram adicionados 10 mL de agua deionizada as amostras e analisadas em
Espectrofotometro de Absor¢ao Atomica.
4.8.Analise Estatistica

Os dados estatisticos obtidos nesse trabalho foram analisados usando o SISVAR® e
demonstrados como média £+ desvio padrao (DP). Todas as médias foram aferidas a partir de
experimentos independentes. A média foi analisada por ANOVA (p < 0,05) seguida pelo teste

de Tukey (p <0,05) para determinar diferengas entre os tratamentos e o controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.Curva de Crescimento dos microrganismos

Antes de realizar os testes de CIM com os metais, foi necessario tragar a curva de
crescimento do microrganismo para entender sua dindmica de crescimento e utiliza-lo no
melhor momento do crescimento (Figura 1, 2 e 3), a curva de crescimento de microrganismos
apresenta trés principais fases. A fase lag corresponde ao periodo em que o niimero de células
sofre pequenas variagdes, devido ao fato que as bactérias ndo se reproduzem imediatamente
apos a inoculacao no meio de cultura. A fase log ou de crescimento exponencial corresponde
ao periodo em que as cé€lulas iniciam seu processo de divisdo atingindo um tempo de geragdo
constante. E o periodo de maior atividade metabélica da célula e, portanto, o estagio preferido
para fins industriais. Na fase estacionaria, o nimero de individuos que morrem ¢ equivalente
ao numero de células novas e a populagdo se torna estavel. A fase de morte celular, ou fase de
declinio, corresponde ao periodo em que o nimero de mortes excede o nimero de células novas,
até existir uma fragdo infima do original e a populagdo desaparece totalmente. Sabendo disso,
o tempo escolhido para coletar as células para inoculacdo foi a fase midlog, a fase compreende
o meio da fase log ou de crescimento exponencial, corresponde ao periodo em que as células
iniciam seu processo de divisdo atingindo um tempo de geragao constante (MACEDO NETO;
ALENCAR; DIAS, 2009). Essa escolha ocorreu, pois, a fase citada ¢ onde ocorre um intenso
crescimento e produg¢do de biomassa microbiana, o microrganismo esta adaptado ao meio e com
grande atividade metabdlica e se multiplicando rapidamente. Foi possivel também observar que
a glicose aumentou a quantidade de células por mL, isso ocorre porque o microrganismo realiza
a fermentagao em seu processo metabdlico utilizando a glicose como fonte de energia (Figura

1,2e3).
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Figura 1 Crescimento da bactéria S. marcescens em meio de cultura LB sem glicose e suplementado com
glicose 1%
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Figura 2 Crescimento da bactéria R. ornithinolytica em meio de cultura LB sem glicose e suplementado
com glicose 1%
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Figura 3 Crescimento da bactéria E. asburie em meio de cultura LB sem glicose e suplementado com
glicose 1%
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5.2.Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
Trés bactérias foram selecionadas para o ensaio de CIM: E. asburiae (4.2.5.0.X.A), R.
ornithinolytica (4.2.5.2.X.B) e S. marcescens (4.2.5.2.X.C). Todas elas resistiram a altas

concentragdes dos metais Cd, Cu, Ni e Zn (Tabela 1).

Tabela 1 Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de Cadmio, Cobre, Niquel e Zinco
para os isolados bacterianos.

Espécie Cd(ppm) Cu(ppm) Ni(ppm) Zn(ppm)
E. asburiae 600 180 300 1200
R. ornithinolytica 150 180 150 400
S. marcescens 600 300 300 1200

Os trés microrganismos selecionados sao provenientes de plantas da lagoa do Campelo
situada na regido Norte do estado do Rio de Janeiro, na cidade de Campos dos Goytacazes.
Neste sentido, vale destacar que o isolamento microbiano realizado por Barroso (2018) obteve
um grande numero de cepas nesse corpo hidrico. Como 7. domingensis ¢ uma macrofita
aquatica enraizada fixa no substrato, a salinidade influenciou significativamente a diversidade
dos microrganismos que foram encontrados no isolamento (BARROSO, 2018).

As trés bactérias também sdo todas Gram-negativas. A maioria dos isolados obtidos de
T. domingensis pertence a classe Proteobacteria, que corresponde a organismos em sua grande

maioria Gram-negativos (BARROSO, 2018). Estudos anteriores j& mostraram que esse grupo
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de bactérias ¢ a mais representativa em ambientes aquaticos (SRIVASTAVA et al., 2017) e em

associagdo com 7. domingensis (GUO; GONG; GUO, 2015; LI et al., 2011).

Ap0s selecionar as trés bactérias, elas foram cultivadas em meio LB na presenga dos
metais Cd, Cu, Ni e Zn em concentra¢des crescentes para realizacdo do ensaio de CIM e o
crescimento da cepa foi analisado por registro fotografico conforme figura 8. As imagens
presentes na figura 8 mostram o halo de crescimento da bactéria apos 5 dias de inoculagao de
10 ul de bactéria em diferentes concentracdes de metal. Através do halo de crescimento foi
possivel observar ja uma inibi¢ao de crescimento da bactéria R. ornithinolytica em 800 ppm de
zinco, enquanto S. marcescens € E. asburiae cresceram até 1200 ppm. Com niquel a inibi¢ao
da bactéria R. ornithinolytica ja ocorreu em 300 ppm enquanto S. marcescens e E. asburiae
inibiram em 600 ppm. No metal cobre a bactéria S. marcescens apresentou melhor resultado e
sua CIM ndo foi indentificada, sendo maior que 300 ppm, enquanto nas bactérias R.
ornithinolytica e E. asburiae inibiram em 300 ppm. No metal cddmio R. ornithinolytica foi
inbida em 600 ppm, S. marcescens ainda houve crescimento e a bactéria E. asburiae houve
crescimento de pequenas colonias, esses dados foram explorados de forma estatistica mais
abaixo. Devido esses resultados, a cepa de S. foi escolhida para prosseguir com 0s proximos
testes de identificagdo de mecanismos no processo metabdlico celular para biorremediacdo. O
resultado obtido foi sumarizado na Tabela 1 e os graficos nas figuras 4, 5. 6 ¢ 7 mostram a area
de crescimento da colonia (mm?) de cada cepa. Como se pode observar, R. ornithinolytica foi
a cepa mais sensivel aos quatro metais estudados. Todavia, a bactéria foi capaz de resistir a
concentragdes elevadas desses metais se comparado aos valores permitidos nas diferentes
classes de agua pela legislagao brasileira (BRASIL, 2005). As cepas de S. marcescens e E.
asburiae ja nesse primeiro teste se mostraram eficientes em resistir a concentragoes crescentes
dos metais analisados, os dados apresentados na tabela 1 ainda mostram que o fato delas
apresentarem um MIC mais alto no Zn em relag¢ao aos outros metais pode se dar ao fato de uma
maior toxicidade dos metais Cd, Cu, Ni. Os resultados obtidos mostram uma interagao quimico-
fisica entre os metais analisados e as cepas de bactérias, evidenciando um comportamento de
crescimento bacteriano diferente na presenca de cada metal e através da cinética de crescimento
na presenc¢a de metais mostra que a tanto S. marcescens quanto E. asburiae apresentam melhor
potencial e por isso serdo selecionadas para ser exploradas em outros testes.

Além disso, as metalotioneinas (MT), proteinas essenciais e ndo essenciais,
desempenham um papel importante na desintoxica¢do de elementos toxicos. A transcri¢do do

gene, ¢ induzida por metais pesados através de elementos de resposta a metais, € a sobre
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expressdo dos genes MT apoOs exposicdo a ions metdlicos € responsavel pela resisténcia a

toxicidade de metais pesados em bactérias (RIFAAT et al. 2009).

Na analise estatistica para o metal Niquel podemos rejeitar a Hipotese nula (HO) ao nivel
de 5% de significancia ja que p < a. Ou seja, estatisticamente ha diferenca significativa entre
as concentragoes de metal e entre as bactérias/doses analisadas, em que, na dose de 150 ppm,
nao houve diferenca significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja, estatisticamente
elas cresceram iguais, porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve uma média maior.
Na dose de 300 ppm, houve diferenca significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja, a
R. ornithinolytica ndo cresceu nessa concentragdo, e estatisticamente E. asburiae e S.
marcescens cresceram iguais, porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve uma
média maior. Na dose controle as bactérias S. marcescens e E. asburiae cresceram
estaticamente iguais e a bactéria R. ornithinolytica cresceu mais. R. ornithinolytica ndo cresceu
na dose de 300ppm e teve maior crescimento na dose de 150ppm em relagdo ao tratamento sem
metal. S. marcescens teve diferenga estatistica de crescimento em todas as doses ¢ cresceu mais
na concentracao de 150ppm em relagdao ao tratamento contole sem metal e E. asburiae teve
diferenca de crescimento em todas as doses e apresentou maior crescimento na dose de 150ppm

comparado ao tratamento sem adi¢cdo de metal.

Para o metal Zinco, podemos rejeitar a Hipotese nula (HO) ao nivel de 5% de
significancia ja que p < a. Ou seja, estatisticamente ha diferenga significativa entre as
concentragdes de metal e entre as bactérias analisadas. Na dose de 1200 ppm, a bactéria R.
ornithinolytica ndo cresceu e nao houve diferenga significativa de crescimento entre as bactérias
S. marcescens e E. asburiae, ou seja, estatisticamente elas cresceram iguais, porém pelos
valores apresentados a S. marcescens teve uma média maior. Na dose de 400 ppm, a bactéria
R. ornithinolytica teve diferenca significativa de crescimento entre as bactérias S. marcescens
e E. asburiae, ou seja, estatisticamente ela cresceu menos, € as outras duras cresceram iguais,
porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve uma média maior. Na dose de 800 ppm,
a bactéria R. ornithinolytica ndo cresceu e nao houve diferenga significativa de crescimento
entre as bactérias S. marcescens e E. asburiae, ou seja, estatisticamente elas cresceram iguais,
porém pelos valores apresentados a E. asburiae teve uma média maior. Na dose controle todas
as bactérias diferem entre si estatisticamente e a bactéria R. ornithinolytica teve um melhor
crescimento. R. ornithinolytica ndo cresceu nas concentragdes de 800pmm e 1200pmm e diferiu

estatisticamente entre 400pmm e controle. S. marcescens ndo teve diferenca de crescimento nas
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doses 1200 e 800 ppm e diferiu nas doses de 400ppm e controle. E. asburiae diferiu

estatisticamente entre todos os tratamentos.

Para o metal Cddmio, podemos rejeitar a Hipotese nula (HO) ao nivel de 5% de
significancia ja que p < a. Ou seja, estatisticamente ha diferenga significativa entre as
concentragdes de metal e entre as bactérias analisadas. Na dose de 150 ppm, ndo houve
diferenca significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja, estatisticamente elas
cresceram iguais, porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve uma média maior. Na
dose de 300 ppm, ndo houve diferenca significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja,
estatisticamente elas cresceram iguais, porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve
uma média maior. Na dose de 600 ppm, houve diferenca significativa de crescimento entre as
bactérias, ou seja, a R. ornithinolytica ndo cresceu nessa concentracao, € estatisticamente E.
asburiae e S. marcescens cresceram iguais, porém pelos valores apresentados a S. marcescens
teve uma média maior. Na dose controle sem adi¢dao de metal, houve diferenga significativa de
crescimento entre as bactérias, ou seja, estatisticamente todas diferiram entre si, ¢ a R.
ornithinolytica teve um maior crescimento. R. ornithinolytica ndo teve diferenca de crescimento
nas doses 150 e 300 ppm e ndo cresceu em 600 ppm. S. marcescens ndo teve diferenca de
crescimento nas doses 150 e 300 ppm porém teve diferenga estatistica em 600 ppm. E. asburiae
nao teve diferenga de crescimento nas doses 150 e 300 ppm porém teve diferenca estatistica em

600 ppm.

Para o metal Cobre, podemos rejeitar a Hipotese nula (HO) ao nivel de 5% de
significancia ja que p < a. Ou seja, estatisticamente ha diferenca significativa entre as
concentracdes de metal e entre as bactérias analisadas. Na dose de 180 ppm, houve diferenca
significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja, estatisticamente elas cresceram
diferentes, porém pelos valores apresentados a S. marcescens teve uma média maior. Na dose
de 300 ppm, houve diferenca significativa de crescimento entre as bactérias, ou seja, somente
a S. marcescens cresceu. Na dose de 60 ppm, houve diferenca significativa de crescimento entre
as bactérias, ou seja, estatisticamente, R. ornithinolytica e E. asburiae cresceram iguais, € a S.
marcescens teve uma média maior. Na dose controle, ndo houve diferenga significativa de
crescimento entre as bactérias, ou seja, estatisticamente elas cresceram iguais, porém pelos
valores apresentados a R. ornithinolytica teve uma média maior. R. ornithinolytica teve
diferenca de crescimento nas doses controle e 300 ppm, e nas doses de 60ppm e 180ppm, ndo
apresentou diferenca significativa de crescimento. A Adi¢do do metal em doses menores

(60ppm e 180ppm) ajudaram no crescimento da bactéria. S. marcescens teve diferenca de
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crescimento em todas as doses aplicadas. A Adi¢do do metal em doses menores (60ppm e
180ppm) ajudaram no crescimento da bactéria. E. asburiae ndo teve diferenca de crescimento
nas doses 180 e controle, porém teve diferenca estatistica em 300ppm e 60ppm, em que 60ppm
ajudou no crescimento da bactéria.

Ap0s as analises estatisticas podemos inferir que o microrganismo S. marcescens foi o
que apresentou melhor resultado, em que mesmo nos metais que a colonia de bactérias cresceu
em concentragdes iguais do metal, a area de crescimento foi maior. Com isso, elegida para
realizacdo dos testes posteriores. As trés cepas estudadas no presente trabalho devem ser
melhores investigadas na realizagdo de outros testes para avaliar quais os mecanismos celulares
e moleculares estdo envolvidos na caracteristica de resisténcia a metais nessas bactérias. A

partir de tais pesquisas serda possivel explorar o potencial dos isolados em processos de

descontaminagao.
Figura 4 Crescimento das bactérias em concentragdes crescentes de ZnCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,5).



Figura 5 Area de Crescimento das cepas de bactérias em concentragdes crescentes de CdCl
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenga significativa (p>0,5).

Figura 6 Area de Crescimento das cepas de bactérias em concentragdes crescentes de NiCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,5).
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Figura 7 Area de Crescimento das cepas de bactérias em concentragdes crescentes de CuCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,5).

Figura 8 Analise Morfoldgica das coldnias de bactérias apds 5 dias de exposigdo ao metal.
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5.3.Crescimento da bactéria em meio aquoso com metal

Logo apos testes de CIM, os metais em que a cepa de Serratia marcescens apresentou

melhores resultados de crescimento foi em Cd e Zn, dessa forma foram escolhidos para realizar

os testes de crescimento em meio liquido, jA que nesse tipo de teste ha uma maior

disponibilidade de metal e se aproxima mais do cenario da possivel utilizacdo desse

microrganismo para tratar efluentes liquidos. As concentracdes de metal utilizadas também
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foram menores, porém todas elas sdo valores acima do permitido pela resolugdo CONAMA
2011, que estipula valores méximos de 5 ppm de Zinco e 0,2 ppm para Cadmio nos langamentos
de efluentes. A Figura 9 mostra um crescimento muito proximo entre a menor € a maior
concentracdo de Cd submetida, 50 ppm e 100ppm, isso mostra que mesmo na concentragao
mais elevada e em diferentes tempos, o microrganismo cresceu e estatisticamente, ndo houve
diferenga significativa. Nos testes realizados com Zinco (Figura 10), foi possivel notar que na
concentracdo de 100 ppm, o microrganismo demorou um tempo maior para se adaptar as
condigdes adversas, tendo sua fase log mais tardia, entre 12h e 24h, ja na concentra¢do de 50
ppm do mesmo metal, ndo houve diferenga significativa entre tempo e nem concentracdo. As
bactérias selecionadas e estudas foram isoladas da lagoa do Campelo, que ¢ a maior lagoa de
restinga do norte do Estado do Rio. Esté localizada na latitude 21° 38 S e longitude 41° 08°W,
entre a foz dos rios Paraiba do Sul e Itabapoana, essa lagoa apresenta grande historico de
contaminagdo por metais (GOMES, 2007). Ao longo dos anos, a exposi¢do continua dessas
bactérias aos metais pesados no seu ambiente, acredita-se que levou-as a evoluir com
mecanismos de sobrevivéncia para reduzir esta carga de estresse, transformando os metais em
um estado mais nocivo para um estado menos nocivo, através de ligagdes intra ou extracelular
desses metais, através de estratégias de adsorcdo ou absor¢do para evitar quaisquer danos

prejudiciais a célula (SHYLLA, 2021).

Figura 9 Crescimento da bactéria Serratia marcescens em Meio LB com 1% de Glicose suplementado
com CdCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,5).
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Figura 10 Crescimento da bactéria Serratia marcescens em Meio LB com 1% de Glicose suplementado
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5.4.Biomassa microbiana em estresse ao metal

O peso seco da cé¢lula foi analisado no final do cultivo nos diferentes tratamentos para
quantificar a biomassa microbiana, essa ¢ mais uma forma de comprovar o crescimento do
microrganismo na presenca de Cd e Zn. Corroborando os resultados obtidos na curva de
crescimento. A figura 11 mostra que ja no tempo 12h ha biomassa no tratamento controle e na
presenca do Cobre em 50ppm e 100ppm, ocorre um aumento da biomassa no tempo 24h e uma
queda no tempo 36h, isso comprova as fases log, lag, estacionaria e de declino na curva de
crescimento. Além disso, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as concentragdes
de metal no tempo 24h e 0 mesmo no tempo 36h, isso pode ter ocorrido pois a concentracio
embora seja considerada alta para os padrdes nacionais, a cepa suporta quantidades muito
maiores, fazendo com que as concentracdes testadas nao afetem seu metabolismo de
crescimento. Ja na Figura 12 em que ¢ representada a biomassa microbiana em solucdo de
Zinco, foi possivel observar que na maior concentra¢do do metal 100 ppm, no tempo 12h ainda
nao havia biomassa, ou seja, as células ainda estavam se adaptando aquele meio (fase lag), o
mesmo ocorreu ha curva de crescimento corroborando o resultado obtido mostrando que em
36h a biomassa foi menor do que em 24h, pois ja estava em fase de declinio. Foi possivel
analisar que ap6s 36h os metais alteraram negativamente a biomassa bacteriana influenciando
0 seu crescimento.

A biomassa morta metabolicamente inativa, devido sua composi¢ao quimica, sequestra
ions metalicos e complexos metalicos da solugdo, ajudando na remog¢ao de metais da solugdo.
Existe um grande potencial de utilizacdo de biomassa microbiana por existir naturalmente,
serem abundantes e baratas. Sua eficiéncia vai depender da capacidade, afinidade e

especificidade e natureza fisico-quimico do poluente (AHLUWALIA, 2007).
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Figura 11 Peso das células secas em diferentes tempo e concentragdes de CdCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenga significativa (p>0,5).

Figura 12 Peso Seco em diferentes tempos e concentragdes de ZnCl,
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Letras iguais no mesmo tratamento, ndo apresentam diferenca significativa (p>0,5).

5.5.Quantificacao de metal no sobrenadante

Para quantificagdo de metal no sobrenadante foi analisado por meio de Espectrofotometro

de Absor¢do Atdmica (EAA) em amostras controle contendo 50 e 100 ppm de metal sem

bactéria. Partindo dessa andlise foi possivel observar quanto de metal existia naquela amostra

em diferentes tempos (12, 24 e 36h) através da verificagdo da concentragdo inicial menos a

final. A remoc¢do dos metais foi calculada usando a seguinte formula: Remogao (%) = ((A - B)

/ A) x 100% onde A representa a concentragdo inicial e B a concentragdo final de Cd e Zn,

conforme tabela 2, através da tabela foi possivel observar que a porcentagem de remog¢ao dos
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metais do sobrenadante, ocorreu de forma gradativa. No tempo 12h houve absor¢ao de uma
pequena porcentagem de Cd, porém de Zn ndo houve absorcao, isso pode estar relacionado a
biomassa bacteriana que ainda nao era suficiente para realiazar os processos metabodlicos de
sor¢ao, no tempo de 24h teve um aumento significativo, € no tempo 36h ocorreu a melhor
absor¢cdo de ambos os metais. Conforme mostra na Figura 13, a cepa de S. marcescens
apresentou uma eficiéncia na remog¢do de metal do meio com o passar do tempo, ou seja, 0s
1solados bacterianos reduziram a concentragdo de metais no meio durante o crescimento,
indicando biosor¢do. Ao final do experimento as amostras de Cd de 50ppm apresentaram
37ppm e de 100ppm para 60pmm. Ja nos testes realizados com Zn as amostras de S0ppm
reduziram para 44ppm e de 100ppm para 58ppm com melhor resultado de remog¢ao também em
36h conforme mostra a Tabela 2, podendo aferir que o tempo foi um fator relevante para o
processo de remoc¢ao dos metais analisados. Estudos com outros metais mostram que o fator
tempo pode ser ainda mais determinante, segundo Shylla et al (2021), um isolado de S.
marcescens em solucdo contendo Sppm de Fe, apds 15 dias apresentou entre 70-80% de
capacidade de remediacao desse metal, ja no presente estudo utilizamos concentragdes 20 vezes
maiores, com um metal que tem maior toxicidade, com menor tempo e os resultados ficam
proximos do que foi encontrado por Shylla et al (2021).

De acordo com estudos de Akudo et al (2018), a S. marcescens apresenta capacidade de
remocdo de Zinco em 58,73%. Em nossos testes essa porcentagem chegou a 41,2% em 36h,
porém, seriam necessarios mais testes para avaliar se poderia aumentar essa porcentagem d e
absor¢ao com mais tempo.

Alguns estudos vém demonstrando o potencial de espécies de S. marcescens no processo
de biorremediagdo de metais como cadmio, cobre, cromo, niquel, rddio, magnésio, zinco
(ANDREAZZA et al., 2012; BARBOZA et al., 2017; CRISTANI et al., 2012; KANNAN;
RAMTEKE, 2002; ZAKERI et al., 2010; ZHANG; LI, 2011). Cepas de S. marcescens também
conseguem tolerar e remover altas concentracdes de Manganés Mn (II) (BARBOZA et al.,
2017; QUEIROZ, 2018). A S. marcescens pertence a familia Enterobacteriaceae, que sao
caracterizadas por produzirem enzimas e outros compostos que ajudam a captar metais do meio
por vias diretas através de enzimas, e indiretas como a biossorcdo (ANDREAZZA et al., 2012;
BARBOZA et al., 2017; KANNAN; RAMTEKE, 2002; ZAKERI et al., 2010; ZHANG; LI,
2011). Existe um importante pigmento vermelho que ¢ produzido pelo microrganismo chamado
prodigiosina, 2-metil-3-amil-6-metoxiprodigiosene. Esse pigmento ¢ conhecido por ser parte
de um mecanismo que protege a célula sob condi¢gdes desfavoraveis (HEJAZI e FALKINER,

1997). Além disso, esta associado ao processo de absorcdo de metais em estudos de
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biorremediacdo (CRISTANI et al., 2012; ZAKERI et al., 2010). Porém as cepas que nao
possuem esse pigmento também removem metais de forma eficiente por via indireta
(BARBOZA et al., 2017).

Outros estudos utilizando consorcio microbiano demonstraram eficacia na utilizacao de
Serratia marcescens~+Enterobacter asburiae para a biorremediagdo de efluentes de usinas de
acucar e mostrou uma reducdo drastica nos niveis de metais pesados e outras propriedades
fisicas (SARANRAJ; STELLA, 2012). Dessa forma, estudos futuros podem ser realizados
utilizando as cepas de Serratia marcescens juntamente com Enterobacter asburiae para

tratamento de outros tipos de efluentes.

Tabela 2 Porcentagem de remog¢ao de metal em diferentes tempos

Metal 12h 24h 36h
Céadmio 11,34% 19,7% 24,12%
50ppm
Cédmio 1,85% 25% 40,07%
100ppm
Zinco 0% 10,1% 15,2%
50ppm
Zinco 0% 20,72% 41,2%
100ppm

Figura 13 Quantidade de CdCl, em ppm presente no Meio de Cultura
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Figura 14 Quantidade de ZnCl, em ppm presente no Meio de Cultura
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5.6.Analise de Cadmio e Zinco adsorvidos nas células

Os dados da literatura sobre as interagdes metal microrganismo, a sor¢ao de metais e
processos de dessorcdo de metais por bactérias mostram que os ions metalicos com carga
positiva sdo sequestrados principalmente através da adsor¢do de metais aos grupos idnicos
negativos nas superficies celulares e também no revestimento polissacarideo presente na parede
celular da maioria das bactérias (SRIVASTAVA et al. 2008). Além disso, os locais de ligagao
dos metais nas superficies das células microbianas sdo normalmente residuos de carboxilo,
residuos de fosfato, grupos SH ou grupos hidroxilo; os metais ndo essenciais ligam-se com
maior afinidade ao grupo SH (SRIVASTAVA et al. 2008).

Viérias bactérias desenvolveram um mecanismo de sequestro citosélico para protecao
contra metais. Uma vez dentro da célula, os ions metdlicos também podem se tornar
compartimentados ou convertidos em formas menos danosas. Esse processo pode constituir um
mecanismo eficaz de desintoxicagdo e os respectivos microrganismos podem acumular metais
em altas concentrag¢des intracelulares (HAFERBURG, 2007). Exemplos incluem a sintese de
proteinas de ligagdo a metais, como as metalotioneinas, que sdo proteinas ricas em cisteina de
baixa massa molecular e com altas afinidades por Cd, Zn e outros metais (RAJKUMAR et al.,
2010).

As Figuras 15 e 16 mostram a quantidade de metal adsorvidos na célula. Os microrganismos

apresentam diversas técnicas de captagdo de ions metalicos e os resultados confirmam a
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presenca desses metais na parede celular ou internamente na célula. A bactéria S. marcescens
vem sendo bastante utilizada e mostrando eficidcia metabolica nos processos de adsorcao
GUODONG, 2022). A adsorcao na célula de 34% de Zn conforme mostra na tabela 3, ¢ um
valor bom comparado com outras cepas de S. marcescens descritas na literatura, Liang (2022)
obteve em torno de 10% de remocao desse metal. Innocenzi (2018) mostrou em suas pesquisas
que a taxa de remocao foi entre 25-30%, isso mostra que a cepa utilizada nesse presente trabalho
se mostra eficaz no processo de adsor¢do para o metal Zn.

Contudo, serdo necessarios realizar mais pesquisas para entender 0s mecanismos
metabolicos realizados pelas células, ja que a capacidade de adsor¢ao pode ser melhorada ainda
mais por meio do aprimoramento de grupos funcionais como troca idnica, atragao eletrostatica
e complexacao (LIANG, 2022).

Quanto ao metal Cd, este apresentou um potencial de adsorcao de 10% apos 4h conforme
mostra a tabela 3. Yakui (2019) mostrou em seus trabalhos que em aguas residuais contendo
baixa concentragdo de Cd em torno de Sppm, verificou-se que apos 2h essa carga cai para
0,1ppm, ou seja, mais 90 % de remocdo, mostrando que para o metal Cd ndo hé eficicia no
processo de adsor¢do, esse resultado precisa ser melhor explorado futuramente para entender

0s processos metabdlicos envolvidos nesse processo.

Tabela 3 Porcentagem de adsor¢do de metal na célula em diferentes tempos

Metal 2h 3h 4h
Céadmio <1% 5,08% 9,12%
50ppm
Cédmio <1% 4,15% 10,81%
100ppm
Zinco 11,14% 16,54% 20,88%
50ppm
Zinco 1,08% 8,66% 34,06%

100ppm
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Figura 15 Quantidade de Cadmio adsorvido na célula
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Figura 16 Quantidade de Zinco adsorvido na célula
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A adsorc¢do/fixagdo para aplicacdo de biorremediacao ¢ o método de imobiliza¢do mais
simples, barato e mais utilizado. Baseia-se na interacdo fisica reversivel entre a superficie
bacteriana e a superficie do transportador através de forcas de ligacao fracas (KILONZO;
BERGOUGNOU, 2012). Os fatores que afetam a adsor¢do incluem, primeiramente, as
caracteristicas bacterianas, como condicdes fisioldgicas e idade das células, apéndices
superficiais bacterianos, cargas da membrana celular e hidrofobicidade. Em segundo, as
caracteristicas do meio como sua composicao e pH; e terceiro, as propriedades de superficie da
matriz de suporte, compreendendo o tamanho e a estrutura do adsorvente utilizado e poros, se
houver, no adsorvente (MARTINS et al., 2013). Além disso, a natureza do adsorvente também
desempenha um papel importante na avaliacdo da forca da interagdo no processo de adsorg¢ao.

Como interagdes mais fracas estdo envolvidas nos processos de adsorcao, existe uma grande
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possibilidade de vazamento das células aderidas do suporte para o ambiente, portanto, esta
técnica de imobilizacdo tem aplicacdes limitadas (DZIONEK, 2016).

Essas bactérias podem também expulsar metal por transporte ativo através do
citoplasma da célula (HAMLETT et al. 1992; WHITE e GADD 1998). Uma vasta literatura
sugere que Serratia spp. sdo potenciais candidatos para biorremediacdo de metais pesados
(CRISTANI et al. 2012; DEBORAH e RAJ, 2016). A capacidade de cepas de bactérias que
realizam biorremediacao de metais pode ser uma robusta tecnologia na reducdo da carga de
contaminagdo por metais no ambiente (SHYLLA et al, 2021).

Considerando os resultados obtidos neste estudo e o comportamento quimico dos metais
analisados, € possivel colocar a hipotese de que o mecanismo de biossor¢do por S. marcescens
pode ser devido a absorcdo por metalotioneinas ou sideroforos produzidos pelas células
bacterianas e ser efetuado através de processos de quelacao intracelular.

Dessa forma, as trés cepas estudadas no presente trabalho devem ser melhores
investigadas para avaliar quais os mecanismos celulares e moleculares estdo envolvidos na
caracteristica de resisténcia a metais nessas bactérias. A partir de tais pesquisas sera possivel
explorar o potencial dos isolados em processos de descontaminagdo de corpos hidricos e

tratamentos de efluentes.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que as cepas de S. marcescens, R. ornithinolytica e E. asburiae
analisadas, resistiram em quantidades elevadas de Cadmio, Cobre, Niquel e Zinco. Das trés
bactérias selecionadas, a S. marcescens foi a que apresentou melhor resisténcia aos metais.
Dentre os metais, os que tiveram melhor resultado de remocao pela bactéria foram o Cd e Zn.
Além da sua resisténcia, 0 microrganismo apresenta um potencial de retirar esses metais do
ambiente através do seu metabolismo por biossor¢do. Considerando que as concentragdes
testadas nos ensaios foram muito acima dos valores estipulados como permitidos pelo
CONAMA, podemos sugerir que a bactéria utilizada tem um grande potencial de implantacao
em processos de biorremediagcdo de corpos hidricos e efluentes, sendo assim uma ferramenta
vidvel e de baixo custo para tratar problemas ambientais. Portando, a capacidade de tal cepa em
realizar a biorremediagao de metais pode provar ser uma tecnologia eficaz na reducao da carga

de contaminac¢ao metalica no meio ambiente.
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