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RESUMO

BENDER, Luisa Andina. Mecanismos de tolerancia ao chumbo e resposta ao
estresse oxidativo de Bacillus pumilus, rizobactéria isolada de Enydra anagallis.
2024. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) - Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias Ambientais, Centro de Engenharias, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2024.

O chumbo esta presente nas mais diversas matrizes ambientais em concentragoes
tragco, porém é um dos metais mais téxicos e mesmo em baixas concentragdes ja pode
causar problemas. Nas plantas, por exemplo, afeta a germinagéo, estabilidade,
crescimento, absorgdo de agua e nutrientes, além de causar estresse oxidativo. Ja
em humanos e outras espécies animais, pode acumular nos 0ssos, afetar o sistema
reprodutivo, sistema nervoso, entre outros. Na busca de técnicas que visem a
remogcdo ou atenuacdo desse metal a niveis ndo prejudiciais, o conceito de
fitorremediacdo aparece como uma alternativa viavel, por ser econdmica, nao
prejudicar o meio ambiente e, ainda, auxiliar na revegetacao do local. Assim, este
estudo teve por objetivo avaliar a tolerancia da rizobactéria Bacillus pumilus isolada
de Enydra anagallis ao chumbo e a resposta ao estresse oxidativo do isolado e da
espécie vegetal. A planta foi coletada nas margens da barragem Santa Barbara
(Pelotas, RS). Para o estudo foi isolado e selecionado um micro-organismo, o qual foi
identificado molecularmente por meio do 16S DNA como Bacillus pumilus. Foram
analisadas as atividades das enzimas antioxidantes catalase, superéxido dismutase e
glutationa peroxidase, o estado redox através da reacédo ao acido tiobarbiturico, e o
potencial de remocao do metal pela rizobactéria. De acordo com os resultados,
Bacillus pumilus foi resistente a altas concentragées de chumbo (~200 mg/L) e foi
capaz de remover o chumbo do caldo nutriente. Interessantemente, o metal n&o
interferiu na atividade enzimatica do isolado, mesmo na maior concentracao testada.
Foram quantificadas altas concentragcdes de metal nas raizes, folhas e caules de
Enydra anagallis, demonstrando ser uma planta bioacumuladora. Da mesma forma,
foram quantificadas concentragdes significativas de chumbo no solo e na agua da
barragem Santa Barbara, valores estes maiores do que os estabelecidos pela
legislacdo. Nas analises de atividade enzimatica e de estado redox, a presenga do
metal parece nao interferir no metabolismo de Bacillus pumilus e Enydra anagallis,
indicando que, apesar dos niveis de chumbo encontrados nas matrizes ambientais, a
condicdo do meio em que a planta se encontrava nao configurou uma causa de
estresse no seu metabolismo, provavelmente, por esta ter desenvolvido algum ou
alguns mecanismos de resisténcia.

Palavras-chave: fitorremediagao; biorremediagcédo; metal pesado; catalase; glutationa
peroxidase; superoxido dismutase; bioacumulagao.



ABSTRACT

BENDER, Luisa Andina. Mechanisms of lead tolerance and response to oxidative
stress in Bacillus pumilus, a rhizobacteria isolated from Enydra anagallis. 2024.
79 p. Dissertation (Master’s in Environmental Sciences). Postgraduate Program in
Environmental Sciences — Engineering Center, Federal University of Pelotas, Pelotas,
2024.

Lead is present in the most diverse environmental matrices in trace concentrations,
however it is one of the most toxic metals and even at low concentrations can cause
problems. In plants, for example, affects germination, stability, growth, water and
nutrients absorption, in addition causes oxidative stress. In humans and other animal
species, it can accumulate in bones, affect the reproductive and nervous system,
among others. In the search for techniques that aim to remove or attenuate this metal
to non-harmful levels, the concept of phytoremediation appears as a viable alternative,
as it is economical, does not harm the environment and also helps in the revegetation
of the site. Thus, this study aimed to evaluate the tolerance of the rhizobacteria Bacillus
pumilus, isolated from Enydra anagallis, to lead and the response to oxidative stress
of the isolate and the plant species. The plant was collected on the banks of the Santa
Barbara dam (Pelotas, RS). For the study, a microorganism was isolated and selected,
which was molecularly identified through 16S DNA as Bacillus pumilus. The activities
of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase, the redox state through the reaction to thiobarbituric acid, and the metal
removal potential by rhizobacteria were analyzed. According to the results, Bacillus
pumilus was resistant to high concentrations of lead (~200 mg/L) and was able to
remove the metal from the nutrient broth. Interestingly, the metal did not interfere with
the enzymatic activity of the isolate, even at the highest concentration tested. High
concentrations of metal were quantified in the roots, leaves and stems of Enydra
anagallis, demonstrating that it is a bioaccumulator plant. Likewise, significant
concentrations of lead were quantified in the soil and water of the Santa Barbara dam,
values higher than those established by legislation. In the analyzes of enzymatic
activity and redox state, the presence of the metal does not seem to interfere with the
metabolism of Bacillus pumilus and Enydra anagallis, indicating that, despite the levels
of lead found in the environmental matrices and the concentrations tested, the
condition of the medium in which they grow found did not constitute a cause of stress
in their metabolism, probably because they had developed one or some resistance
mechanisms.

Key words: phytoremediation; bioremediation; heavy metal; catalase; glutathione
peroxidase; superoxide dismutase; bioaccumulation
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1 INTRODUGAO

A poluicdo por metais pesados vem recebendo atencéo devido a toxicidade e
a natureza imutavel destes no meio ambiente, sendo que as atividades humanas
como a mineragao, industria e agricultura, sdo algumas das fontes geradoras destes
tipos de residuos. A introducédo e o acumulo de metais no solo podem modificar suas
caracteristicas fisico-quimicas e perturbar as relagdes ecoldgicas, pois causam novas
reacbes e inibem algumas atividades bioldégicas relacionadas aos ciclos
biogeoquimicos. Do mesmo modo, tendem a ser adsorvidos pela matriz e ndo séo
degradados pela microbiota ou por processos quimicos, o que os torna persistentes
(LIN et al., 2021). Além disso, ocorre a possibilidade da entrada desses metais na
cadeia alimentar, por meio da absorgcéo por plantas e seu posterior consumo por
animais, o que configura um risco a saude humana devido a exposi¢do aos metais
toxicos (MADANAN et al., 2021). Essa contaminagc&o € agravada, visto que muitas
comunidades sobrevivem da pesca, dos subprodutos oriundos da pesca, da caca e
da criagdo de animais em locais com presenca de metais pesados, mais
especificamente o metal chumbo (Pb).

Como exemplo de intoxicagdo animal por Pb, pode-se citar o estudo de caso
realizado por Guagnini et al. (2018), os quais investigaram um grupo de bovinos na
cidade de Butia (RS), onde 60 animais foram alocados em local que serviu de
treinamento para artilharia militar. Com trés semanas no local, os animais comegaram
a apresentar sintomas clinicos, principalmente neurolégicos, como sonoléncia,
descoordenagao motora, bruxismo, tremores musculares, cegueira, além de perda de
peso e salivagao excessiva. Quinze (n=15) bovinos do lote foram afetados, destes oito
(n=8) vieram a obito e dois (n=2) passaram por necropsia. Nestes, as concentragdes
de Pb encontradas nos rins e figado foram de 51,7 ug/g e 41 pug/g no animal 1, e 431
Ma/g e 39 ug/g no animal 2, respectivamente, sendo detectadas lesdes nestes 6rgaos.

Alguns metais sao essenciais para o metabolismo de plantas, de animais e de
micro-organismos em quantidades muito pequenas, como o calcio, zinco, ferro, cobre,
dentre outros, porém quando presentes em grandes quantidades no organismo
podem se tornar toxicos. Apesar disso, o Pb ndo possui fungao fisioldgica especifica
(MANOJ et al., 2020) e, mesmo em pequenas concentragdes, pode causar efeitos

toxicos. Por exemplo, em algumas regides na China o problema é considerado grave,
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pois ndo ha condigdes que sustentem a atividade agricola com padrdes de qualidade
adequados, além de os moradores manifestarem sintomas patoldgicos apds
consumirem alimentos contaminados com metais (WAN; LEI; CHEN, 2016). Alguns
dos efeitos toxicos causados pelo Pb sdo: danos ao cérebro, problemas de
reproducao e no sistema nervoso (ZULFIQAR et al., 2019; SHAH e DAVEREY, 2020),
acumulo nos ossos e outros tecidos, danos nos orgaos (rins, figado, etc.), potencial
carcinogénico; e ainda pode ter relagdo com doengas mentais como o Alzheimer, e
pode levar a 6bito quando em altas concentragdes no organismo vivo (SABOL, 2020).
Além dos danos que podem ser causados em animais e em humanos, os metais
também podem influenciar a comunidade de micro-organismos do solo de diversas
formas, como reduzir a producdo de biomassa, diminuir a comunidade bacteriana
especifica e alterar a estrutura desta (MANOJ et al., 2020).

A barragem Santa Barbara, local alvo do estudo, é uma das principais fontes
de abastecimento de agua na cidade de Pelotas (DEMARCO et al., 2020), porém
devido as diversas fontes poluidoras ja citadas, apresenta-se em condigbes de
degradacéo, sendo identificados altos niveis de micro e de macronutrientes, além de
metais pesados como o Pb, cuja concentragao encontrada foi de 0,018 £ 0,011 mg/L
(DEMARCO et al., 2018). Este valor encontra-se acima do limite estabelecido pela
Resolugao do CONAMA n.° 357/2005 (0,01 mg/L) para aguas de Classe Il. Destaca-
se que o Pb se encontra na forma soluvel, sendo essa a forma mais facilmente
acessivel para entrada na cadeia alimentar.

Na busca por técnicas que removam poluentes do meio surge o conceito de
fitorremediacdo, a qual se mostra uma alternativa promissora na redu¢cdo ou na
remogao de poluentes do solo e da agua, sem que estes sejam modificados como
ocorre com outras técnicas fisico-quimicas de remediacdo. A fitorremediacdo pode
ser descrita como um processo de descontaminagdo mediado por plantas
criteriosamente selecionadas e também suas associagdées com micro-organismos,
que s&o capazes de remediar o meio através da degradagdo, acumulagao e/ou
estabilizacdo dos mais diversos contaminantes, além de diminuir a formagdo de
residuos secundarios (PATRA et al., 2020; SHAH e DAVEREY, 2020). E de se
destacar que esse processo ocorre de forma natural, pois € inerente ao metabolismo
vegetal a absor¢cado de moléculas disponiveis no meio, sendo estas essenciais ou n&o

para o seu ciclo.



Apesar da fitorremediacao ainda carecer de estudos adicionais, € uma técnica
relativamente acessivel economicamente, sustentavel e possivel de ser aplicada em
condig¢oes reais de poluicao (SHAH e DAVEREY, 2020). Além disso, a presenga de
espéecies vegetais melhora a qualidade do solo como um todo, pois aumenta a
quantidade de alguns nutrientes, como nitrogénio e potassio, e de matéria organica.
Para além das espécies vegetais, a microecologia rizosférica também figura parte de
extrema relevancia, podendo regular a fitorremediacao de diversas formas, tais como:
alterando a quantidade de nutrientes disponiveis no solo; diminuindo a toxicidade dos
metais; modificando a abundancia de micro-organismos benéficos e aumentando o
crescimento da planta e a acumulagéo de metais (LIN et al., 2021).

Como um exemplo da influéncia dos micro-organismos na fitorremediacgao,
pode-se citar o estudo realizado por Mendoza-Hernandez et al. (2019) onde utilizaram
a espécie vegetal Brassica juncea L. e dois géneros bacterianos, Serratia e
Enterobacter. Os autores puderam demonstrar que a presenca das bactérias
favoreceu a absorcao e o transporte dos metais na planta, principalmente o Pb, além
de um crescimento significativamente maior. Considerando os resultados obtidos,
nota-se que as bactérias agiram de formas distintas, como Serratia K120 que
promoveu a translocacdo e a acumulacdo dos metais nas partes aéreas,
caracterizando o processo chamado de fitoextracdo; e a Enterobacter MC156 que
colonizou internamente as raizes, promovendo assim o processo chamado de
fitoestabilizacao.

A fitorremediacao apresenta o potencial de remover ou reduzir contaminantes
ambientais sem causar danos adicionais significativos ou gerar subprodutos toxicos.
A realizacdo de pesquisas relacionadas a tematica € crucial devido aos efeitos
adversos da toxicidade, persisténcia e bioacumulagcdo do Pb em seres vivos e
ecossistemas. Além disso, a presenga excessiva de Pb na barragem Santa Barbara
em desacordo com a legislagdo, e os custos e danos associados as técnicas fisico-
quimicas de remediagdo, como por exemplo a precipitacdo quimica, troca ibnica,
remogao eletroquimica, ou filtragdo por membranas torna essencial a realizagao de

novos estudos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a tolerancia da rizobactéria B. pumilus isolada de Enydra anagallis ao

Pb e a resposta ao estresse oxidativo do isolado e da espécie vegetal.

1.1.2 Objetivos especificos

1) Quantificar a presencga de Pb no solo e na agua da barragem Santa Barbara;

2) Quantificar a concentragdo de Pb nas partes da planta (raizes, folhas e
caules);

3) Analisar a tolerédncia da rizobactéria B. pumilus frente a diferentes
concentragdes de Pb (0,01; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/L);

4) Analisar os efeitos do pH, da temperatura e do tempo de incubagéo no
crescimento do isolado;

5) Analisar a capacidade de remocao de Pb pelo isolado, em condi¢des 6timas
de crescimento (pH e temperatura);

6) Avaliar o estado redox da espécie vegetal e do isolado por meio da reagao
ao acido tiobarbiturico (TBA);

7) Avaliar as atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), na espécie vegetal e no isolado, frente as

diferentes concentracdes de Pb.

1.2 Hipoteses

1) A quantificagdo de Pb no solo e na agua da barragem Santa Barbara esta
acima da concentragao recomendada pela legislagao;

2) Enydra anagallis tem capacidade de absorcéo de Pb;

3) O isolado rizosférico € tolerante a concentragbes ambientalmente

significativas de Pb;
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4) Existem diferengas no crescimento e na remogao de Pb frente as diferentes
condigdes de incubacédo (pH, temperatura, tempo e concentragcdo de metal) e B.
pumilus é capaz de remover quantidade significativa de Pb;

5) O estresse oxidativo provocado pela alta concentracdo de Pb nao

compromete o sistema de defesa antioxidante do isolado e da espécie vegetal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 Chumbo (Pb)

O Pb é um metal pertencente ao grupo 14 da tabela periédica (SABOL, 2020),
apresenta numero atdmico 82, ou seja, possui 82 protons e 82 elétrons, e possui peso
molecular de 207,2 u. O Pb esta presente na superficie da Terra em uma abundancia
de cerca de 14 mg/kg e nos oceanos com cerca de 3 x 10 mg/L (KULAHCI, 2020).
Apresenta coloragdo cinza, é maleavel, macio, ndo possui uma boa condutividade
elétrica e, é resistente a corrosdo. Normalmente, encontra-se combinado a outros
elementos na forma de minérios (GUPTA; CHATTERJEE; WALTHER, 2020), como
galena (PbS), minio ou zarcdo (Pb30%), cerussita (PbCO?®) e anglesita (PbSO?*)
(SHAHID, 2017).

Sao descritos na literatura 49 is6topos de Pb, sendo quatro (n=4) estaveis e
também os mais encontrados na natureza: 2%Pb (<2%), ?°6Pb (24%), ?°’Pb (22%) e
208pp (52%) (SABOL, 2020). Dentre os isétopos estaveis, apenas o 2%“Pb é um
nuclideo primordial e ndo resultado de decadéncia radioativa, ou seja, existe nessa
forma desde antes da formacao da Terra. Por outro lado, os outros trés isétopos
estaveis sao resultado de decadéncia dos seguintes elementos: uranio (U), actinio
(Ac) e tério (Th), respectivamente. Alguns isétopos possuem meia-vida bastante
longas como o 2°?Pb com 53.000 anos e o 2%°Pb com 15,3 milhes de anos. O isétopo
de maior relevancia € o 2'°Pb, que faz parte da cadeia de decadéncia do 23U, apesar
de uma de suas principais fontes antropogénicas ser a queima de carvao, este
também ocorre de forma natural (GUPTA; CHATTERJEE; WALTHER, 2020). Os
diferentes is6topos podem ser distinguidos a partir da sua composi¢do, se sao
provenientes de fontes naturais ou antropogénicas, isso devido a cada fonte de
poluicao ter sua composigao isotépica particular. Como um exemplo, pode-se citar a
combustdo que expele 2°°Pb e 207Pb, diferente dos expelidos por outras fontes
(SABOL, 2020).

Estima-se que aproximadamente 98% do Pb estavel encontrado no meio
ambiente seja proveniente de fontes antropogénicas (GUPTA; CHATTERJEE;
WALTHER, 2020). As principais fontes que geram Pb sao baterias, produtos

metalicos, producédo de policloreto de vinila (PVC), outros plasticos e borracha,
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aditivos de petrdleo, tintas, lixo eletronico, operagdes de fundicado, usinas termelétricas
a carvao e produgao de ceramica (ZULFIQAR et al., 2019; SHAH e DAVEREY, 2020).

Devido a sua acumulacgao e persisténcia no ambiente, é considerado como um
dos metais mais toxicos, sendo um microelemento sem fungao fisioldgica conhecida,
apesar disso € encontrado em concentragdes trago nos mais diversos locais (solo,
agua, sedimento, animais e plantas) (GUPTA; CHATTERJEE; WALTHER, 2020), e &€
capaz de entrar na cadeia alimentar (SABOL, 2020). Como um exemplo, tem-se o
estudo de Santos e Silva (2016), os quais buscaram analisar a presenca de Pb em 10
espécies de peixes marinhos comercializados nas cidades de Maceié (Alagoas),
Aracaju (Sergipe) e Salvador (Bahia). A maior parte dos resultados encontrados
estavam de acordo com o valor maximo permitido pela regulamentacao do Ministério
da Saude (0,30 mg/kg), com excecao da espécie de peixe “dourado” comercializada
na cidade de Macei6, que apresentava concentragdes variando de 0,11 a 0,45 mg/kg.

O Pb é geralmente indisponivel para a absor¢gédo por espécies vegetais, visto
que tende a formar complexos com a matriz do solo. Apesar disso, € mesmo nao
sendo um elemento necessario fisiologicamente, a absor¢gao ocorre com a fragao
restante que é biodisponivel, por meio das raizes, e por este motivo o Pb pode entrar
na cadeia alimentar. Geralmente a entrada na planta ocorre por via apoplastica, ou
entao, pelos canais de absorgao de célcio (Ca?*). Essa absorgao depende de diversas
caracteristicas do solo como o pH, o tamanho das particulas, a composicao, a
capacidade de troca de cations (CTC), a presenca de outras substancias, e de
caracteristicas da planta como a estrutura das raizes e da rizosfera, os exsudatos, e
as associagdes micorrizicas. O Pb é entdo absorvido e acumulado nas raizes, porém
ha relatos de que haja adsor¢do nas paredes das raizes com cargas negativas
(GUPTA; CHATTERJEE; WALTHER, 2020).

Os efeitos da sua toxicidade sao diversos, por exemplo, nas espécies vegetais,
afeta a germinagao, a estabilidade, o crescimento, as relagdes hidricas, a absorgao
de nutrientes, a estrutura interna, gera problemas oxidativos, no metabolismo do
carbono e na atividade enzimatica (ZULFIQAR et al., 2019; SHAH e DAVEREY, 2020).
Ha relatos de que a presencga de 200 mg/kg de Pb na pastagem proxima a rodovias é
capaz de levar animais bovinos a obito (SABOL, 2020).

As rotas de intoxicagdo humana podem ser pelo consumo de alimentos e de

agua contaminados, pela inalagdo de ar ou de poeira contaminados, pela utilizacao

14



de utensilios/objetos contaminados, por contato direto com a boca, brinquedos,
cosmeéticos e bijuterias produzidas com quantidade significativa de Pb. A intoxicagao
apenas pelo contato com a pele nao ocorre, ja que este ndo é absorvido (GUPTA;
CHATTERJEE; WALTHER, 2020), porém pode causar irritagcoes.

O Pb que foi absorvido pelo corpo e nido excretado, pode passar pelas
seguintes vias e 6rgaos: sangue, tecidos moles (coragao, figado, musculos, rins, bago,
pulmdes e cérebro) e tecidos mineralizadores (dentes e ossos) (HOLSTEGE et al.,
2013). Este metal pesado interfere nas enzimas das células vermelhas, sendo
considerado como um potencial carcinogénico, pode ter relacdo com doengas
mentais, como doengca de Alzheimer, e pode levar a oObito quando em altas
concentragbes (SABOL, 2020). Apés a entrada no corpo humano, o metal é
transferido para o sangue e assim é transportado por todo o corpo pelo sistema
circulatério. A absorgao depende do tipo de metal que é ingerido/inalado, se organico
ou inorganico e, da sua disponibilidade no trato digestivo (BORIES et al., 2018), visto
que a quantidade biodisponivel ndo € igual a quantidade presente no organismo
(NATASHA et al., 2020).

Alguns dos efeitos do chumbo em humanos e em espécies vegetais estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Resumo dos efeitos do chumbo em humanos e nas plantas.

Efeitos do chumbo Acao
Em humanos Acumulacao nos ossos e dentes gerando deformacgdes
Problemas no sistema reprodutivo
Danos no cérebro de fetos e criangas pequenas
Problemas no sistema nervoso
Interfere nas proteinas das células vermelhas
Potencial carcinogénico
Pode ter relagdo com o desenvolvimento de doengas mentais
Problemas em diversos 6rgéos (rins, figado, ...)
Obito

Em espécies vegetais Afeta a germinacgéo

Afeta a estabilidade da planta

Afeta o crescimento
Afeta as relagdes hidricas
Afeta a absorg¢ao de nutrientes
Afeta a estrutura interna
Problemas oxidativos
Problemas no metabolismo
Altera a atividade enzimatica
Obito

Fonte: Adaptado de Zulfigar et al. (2019); Sabol (2020); Shah e Daverey (2020).
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Devido ao uso do Pb em diversas atividades industriais, a exposicdo e
contaminagao dos trabalhadores € comum (TONG et al., 2000), podendo resultar em
niveis elevados de Pb no sangue (BARBOSA Jr et al., 2005; TUTUARIMA, 2018).
Atualmente, ha um maior conhecimento sobre os problemas que o metal pode causar
€ uma maior seguranga para os trabalhadores, mas ainda podem acontecer casos de
exposi¢cao em alguns processos industriais. Ndo ha nivel considerado como seguro
para a presenca de Pb no sangue, concentracbes a partir de 5 pg/dL ja tém
capacidade de causar danos neurologicos (CETESB, 2021). No estudo de Jesus et
al. (2018), os autores buscaram investigar os niveis de Pb no sangue de 119
moradores da regido Poconé, no Pantanal (MT), afetada por queimadas e extensos
ciclos de garimpo, e encontraram valores de 2,82 + 1,53 pg/dL. Os autores ressaltam
que apesar da baixa concentragao encontrada, € preciso ter atengao e cuidado, visto
os efeitos acumulativos do metal.

A absorc¢do de Pb por criangas pode ser de 40-70% do total ingerido/inalado,
enquanto essa porcentagem em adultos é de 10-20%. Além disso, criangas retém até
1/3 do metal absorvido, enquanto adultos retém 1%. Ha alguns fatores que contribuem
para o aumento da absor¢gdo, como anemia, niveis baixos de ferro, calcio, zinco e
ingestdo de alimentos acidos. A excreg¢ao do Pb varia bastante a depender do local
onde se acumula no corpo humano, por exemplo, quando esta presente apenas na
corrente sanguinea € passivel de ser excretado em 25 dias, nos tecidos moles em 40
dias e quando se acumula nos 0ssos pode ser excretado em 25 anos. A maior parte
do Pb absorvido pelo corpo se acumula nos ossos (90%) quando em exposi¢ao
cronica ao metal (OMS, 2008).

A preocupagdo com o chumbo é tdo grande, que anualmente ocorre uma
Semana Internacional de Prevenc&o ao Envenenamento por Chumbo (/nternational
Lead Poisoning Prevention Week — ILPPW), a qual € uma iniciativa da Alianga Global
para Eliminagdo de Tintas com Chumbo (Global Alliance to Eliminate Lead Paint,
“Lead Paint Alliance”) e conta com apoio da OMS e do Programa das Nagdes Unidas
para o Meio Ambiente (UN Environment Programme). A campanha possui como
objetivo acelerar e incentivar o banimento de tintas com Pb por meio de legislacées e
regulamentacgdes, além de levar conhecimento quanto aos problemas que o Pb pode
causar. A venda e a producgao desse tipo de tinta ainda sao permitidas em 55% dos

paises (Figura 1), as quais configuram uma fonte de contaminagao e de intoxicacao
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para trabalhadores e criangas, principalmente (OMS, 2021). O uso de Pb foi reduzido
em paises desenvolvidos, porém ainda € bastante utilizado em paises em
desenvolvimento pelas suas propriedades e aplicagdes. O uso continuo de Pb se
torna um problema ambiental e, da mesma forma, de saude humana (WAN!I et al.,
2015). Segundo a OMS (2022), cerca de 1 milhdo de pessoas séo levadas a &bito

anualmente por conta de contaminagcéo com Pb.

Lead paint is still permitted in many countries

Actionis needed in more than 50%b countries to’eliminate this risk

Legally-binding controls on lead paint
M ves W no

| NO DATA L] pata not available

Source: The Global Health Observatory on lead paint regulations
1/, l \\‘ https:fwwwwho.int/datafgho/data/themes/ topics/indicator-groups/legally-binding-controls-on-lead-paint !
{(Zsg)y World Health ¥
) . . - -
{&®” Organization S
BAN LEAD PAINT

=

Figura 1: llustragéo da identificagdo dos paises que ndo possuem legislagdo/regulamentacéo proibindo
a producgéo e venda de tintas com chumbo. Na figura, os paises em azul sdo os que possuem alguma
legislagéo/regulamentagado quanto as tintas com chumbo; os paises em laranja sdo os que n&o
possuem e 0s paises em cinza e branco sao os que ndo possuem dados ou os dados sao indisponiveis.

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (2021).

2.2 Poluigao ambiental por chumbo

Inicialmente é essencial definir o conceito de polui¢cdo. A legislacéo brasileira
por meio da Lei n.° 6.938 de 31 de agosto de 1981, que estabelece a Politica Nacional

do Meio Ambiente, define poluicdo como sendo:

Art. 3°[...]
Il —[...] a degradagéo da qualidade ambiental resultante de atividades que
direta ou indiretamente:
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a) prejudiquem a saude, a seguranga e o bem-estar da populagéao;

b) criem condi¢des adversas as atividades sociais e econdmicas;

c) afetem desfavoravelmente a biota;

d) afetem as condi¢des estéticas ou sanitarias do meio ambiente;

e) lancem matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais
estabelecidos.

A literatura conceitua poluicdo e contaminagcdo de forma distinta. A
contaminagao é dita como uma alteracdo nos niveis normais de um fator, a qual é
imperceptivel ao olhar e ndo causa danos ecossistémicos. Enquanto que pode-se
dizer que a poluigdo ocorre quando os niveis de contaminacgao sao suficientes para
causarem danos a saude humana e ao ecossistema como um todo, sendo perceptivel
a degradacdo do local. Desta forma, pode-se inferir que toda poluigdo € uma
contaminagao, mas nem toda contaminacido € uma poluigao.

Devido as variadas fontes poluidoras, ha diversos locais que apresentam
poluicédo por Pb (Tabela 2), como exemplos, é possivel citar o rio Doce (Mariana, MG),
onde foi encontrada a concentragdo maxima de 0,097 mg/L (CARVALHO et al., 2017).
Schmidt (2019) analisou amostras de lodo de estacdes de tratamento de agua (ETA)
das cidades de Cachoeirinha, Gravatai e Guaiba (RS) e encontrou valores de 7,94 a
10,3 mg/kg. Boleji et al. (2021) encontraram concentra¢des entre 0,007 a 0,016 e
0,009 a 0,026 mg/L nas lagoas Paca e Tragadero (Jauja, Peru), respectivamente, e
as concentragdes encontradas no sedimento das mesmas lagoas foram de 35,56 a
53,96 e 41,52 a 59,52 mg/kg, respectivamente. Ferreira et al. (2021) encontraram
concentragbes nos sedimentos de trés reservatorios sendo os de Billings,
Guarapiranga e Rio Grande (Sao Paulo, SP), de 75,5 mg/kg, 78,8 mg/kg e 46,7 mg/kg,
respectivamente. Todos os valores estavam acima do valor estipulado pela Resolugéo
do CONAMA n° 454/2012, que versa sobre sedimentos de corpos de agua de Classe

| e Classe Il, sendo 35 e 91,3 mg/kg, respectivamente.

Tabela 2: Concentragao de chumbo encontrada em diferentes matrizes.

Concentragéao Local Matriz Referéncia
0,11 a 0,18 mg/L Santa Barbara (Pelotas, RS) Agua Demarco et al.
(2018)
0,097 mg/L Rio Doce, (Mariana, MG) Agua Carvalho et al.
(2017)
7,94 a 10,3 mg/kg Cachoeirinha, Gravatai e Guaiba (RS) lodo ETA Schmidt et al.
(2019)
0,007 a 0,016 mg/L Paca (Jauja, Peru) Agua Boleji et al.
0,009 a 0,026 mg/L Tragadero (Jauja, Peru) (2021)
35,56 a 35,96 mg/kg Paca (Jauja, Peru) Sedimento Boleji et al.
41,52 a 59,52 mg/kg Tragadero (Jauja, Peru) (2021)
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75,5 mg/kg Billings (Sao Paulo, SP) Sedimento Ferreira et al.
78,8 mg/kg Guarapiranga (Sao Paulo, SP) (2021)
46,7 mg/kg Rio Grande (Sao Paulo, SP)

O local alvo do presente estudo sera a barragem de Santa Barbara em Pelotas
(RS), a qual foi inaugurada em outubro de 1968, pelo Departamento Nacional de
Obras e Saneamento (DNOS). Possui 352 hectares de area inundada e 359 hectares
de protegdo, com profundidade variando de 3 a 4 metros e um volume de agua
estimado em 10 bilhées de litros. Foi desenvolvida com os objetivos de evitar
inundagdes na area urbana da cidade de Pelotas e de servir como reserva para o
abastecimento publico de agua potavel (SANEP, 2021). Segundo estudo de Demarco
et al. (2020), o nivel de Pb encontrado na Santa Barbara foi de 0,18 + 0,11 mg/L. Os
autores sugerem que esse valor pode estar relacionado com a deposi¢gdo das
particulas atmosféricas contaminadas pela emissao de veiculos que circulam nas
proximidades, devido a localizagdo do corpo hidrico, o qual possui uma rodovia

federal, a BR 116, que a transpassa, como pode ser visualizado na Figura 2.

Figura 2: Visualizagdo do mapa da cidade de Pelotas e localizagdo da barragem Santa Barbara,
destacada em vermelho.
Fonte: Google Maps (2022).

No que tange as regulamentagdes e legislagdes, a Organizagdo Mundial da

Saude (OMS) (2011) estabeleceu uma diretriz provisoria que prevé a presencga de 10
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Mg/l (0,01 mg/L) de Pb em aguas de consumo humano, alegando a dificuldade de se
obter valores abaixo do citado. Segundo a Resolugdo do CONAMA n.° 357/2005, os
limites maximos de Pb em aguas de consumo humano sédo de 0,01 mg/L em aguas
de Classe Il € 0,033 mg/L em aguas de Classe lll. As aguas de Classe Il possuem
como uma de suas finalidades a protegdo das comunidades aquaticas (Artigo 4°,
Inciso lll, Alinea b), enquanto as aguas de Classe Il ndo abrangem esse ponto. Devido
a isto, sera considerado o limite de 0,01 mg/L neste estudo. Ainda, o CONAMA por
meio da Resolugao n.° 420/2009 e a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) por meio da Decisdo de Diretoria (DD) n.° 256/2016/E, estabeleceram

valores maximos para a presencga de Pb no solo, como indicado na Tabela 3.

Tabela 3: Concentragbes maximas de chumbo no solo permitidas pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente e pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo no solo.

Concentragiao Aplicagédo Referéncia
(mg/kg)*

72 Valor de prevencgao

180 VI** cenério agricola-APMax*** Resolugado CONAMA n.° 420/2009
300 VI cenério residencial

900 VI cenario industrial

72 Valor de prevengéao

150 VI cenério agricola

240 VI cenario residencial Deciséo de Diretoria CETESB DD n.°
4400 VI cenario industrial 256/2016/E

17 VRQ****

*Todas as concentragcbes s&o referentes ao peso da matéria seca; **VI = valor de investigagéo
(CONAMA) / Valor de intervengao (CETESB); ***APMax = Area de protecdo maxima; ****VRQ = valor
de referéncia de qualidade.

2.3 Fitorremediagao

Devido ao exposto quanto ao cenario de poluicdo por metais pesados em
diversos ambientes, se torna necessaria a remediacao desses locais, com a remogao
total ou parcial dos poluentes. Ja existem diversas técnicas fisico-quimicas de
remogao como a adsorcao, a vitrificagdo, a separagao por membrana, a imobilizagao,
a encapsulacao, a troca de ions e a cloragdo (GIROLKAR et al., 2021). Porém, estas
técnicas sdo demasiadas caras e agressivas ao meio ambiente, e por vezes, deixam
subprodutos téxicos como residuos.

As novas propostas de remediagdo focam em tecnologias integradas e tém

recebido atencdo dos pesquisadores devido a sua eficacia na remocao de
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contaminantes sem causar danos ao meio ambiente ou com danos minimos e sem a
geragao de subprodutos toxicos (GIROLKAR et al., 2021). A fitorremediagdo é um
processo de descontaminacdo mediado por plantas criteriosamente selecionadas,
que inclui macrofitas, gramineas, arbustos e arvores e, também, suas associagoes a
micro-organismos, 0s quais sdo capazes de remediar 0 meio através da degradacao,
da acumulacéo e/ou da estabilizacdo dos mais diversos contaminantes. E considerada
como uma “tecnologia verde” com potencial de remover contaminantes do meio (agua,
solo e ar) e de reduzir a formacgao de residuos secundarios (PATRA et al., 2020; SHAH
e DAVEREY, 2020). A fitorremediagdo apresenta um antigo conceito de “utilizar a
natureza (plantas) para limpar a natureza (solo e agua)”, que pode ser definida como
processos em que a planta absorve, acumula ou inativa contaminantes ou poluentes
do substrato por meio de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos (SAXENA et al.,
1999).

A fitorremediagao, assim como outras técnicas de biorremediagéo, apresentam
diversos beneficios: 1) surgem com melhor custo-beneficio, 2) ndo séo invasivas, 3)
agregam um valor estético ao local contaminado, 4) servem de suporte para
polinizadores, 5) ndo agridem o meio ambiente como outras técnicas de remediagéo
fisico-quimicas, 6) nao alteram o pH do solo de maneira significativa, 7) a presenca
do vegetal aumenta a quantidade de alguns nutrientes no solo, como o nitrogénio, o
potassio, e de matéria organica, 8) algumas espécies possuem potencial para uso
econdmico, 9) aumento da aeragdo do solo, 10) reduz a erosdo, 11) estimula a
microfauna rizosférica e flora ao redor, contribuindo na manutencdo de um
ecossistema mais saudavel (SAXENA et al.,, 1999), além disso os beneficios da
aplicacao dessa técnica podem compensar os gastos do projeto em até 7 anos (WAN;
LEI; CHEN, 2016).

Apesar dos diversos pontos positivos, ha alguns fatores que podem limitar a
fitorremediacdo como: 1) a demora no crescimento das plantas, 2) pouca produgao
de biomassa e 3) sensibilidade ao metal pesado que ira ser remediado. Entretanto,
essas situagdes podem ser contornadas utilizando-se micro-organismos rizosfeéricos.
Estes podem estimular o crescimento vegetal e a absorgdo de metais por meio da
producdo e da secregao de agentes quelantes, de processos de acidificacédo e de
mudangas no estado redox (MANOJ et al., 2020). Os micro-organismos serao melhor

abordados no topico 2.3.2.
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Para a aplicacdo da fitorremediacdo em solos contaminados com metais
pesados € necessario considerar diversos fatores como: as caracteristicas do solo, a
atividade enzimatica e a comunidade microbiana associada e, a relagdo de uma com
a outra (LIN et al., 2021), visto que, de acordo com estudos, a atividade microbiana se
mostra de extrema importancia tanto para o crescimento vegetal quanto para a
qualidade do solo e, consequentemente, promovendo melhoria na remogao dos
metais (SHAH e DAVEREY, 2020), além de reduzir o estresse oxidativo causado pela
presenga dos metais (LIN et al., 2021). Assim, € de suma importancia a selecao
adequada tanto da espécie vegetal como das espécies de micro-organismos, as quais
podem influenciar positivamente na fitorremediagdo (LIN et al., 2021; SHAH e
DAVEREY, 2020).

A fitorremediacdo envolve diversos processos, que podem ocorrer
isoladamente ou um apdés o outro, como a fitoextragdo, a fitoacumulagdo, a
fitovolatilizacdo e a fitoestabilizagdo (SHAH e DAVEREY, 2020). Quanto a
nomenclatura dos processos, ha divergéncias entre os autores, porém Saxena et al.
(1999) definem os processos da seguinte maneira: a) fitoextragdo: a planta
hiperacumula contaminantes e/ou nutrientes nos seus tecidos, e apos & possivel que
seja feita a poda ou colheita da parte aérea vegetal para retirada dessa biomassa
contaminada do ambiente; b) rizofiltracdo (ou fitoacumulagéo): a planta acumula nas
raizes os contaminantes e/ou nutrientes; c) fitoestabilizagdo: os exsudatos da planta
imobilizam os contaminantes na matriz do solo, tornando-os bioindisponiveis; d)
fitovolatilizacado: a planta absorve os contaminantes e/ou nutrientes, transporta até a
parte aérea onde ocorre a volatilizacao da substdncia e, e)
fitodegradagéof/fitoestimulagdo: onde ocorre a associagdo com micro-organismos € a
degradacgéo dos complexos organometalicos.

Diversas espécies vém sendo testadas na remogédo de metais do solo e de
solugdes aquosas, como Helianthus annuus L. e Sesamum indicum L. (ZHOU et al.,
2020), Tagetes erecta L. (MADANAN et al., 2021), Pontederia cordata (XIN et al.,
2020), Trifolium repens L. (LIN et al., 2021), e tantas outras. Além das espécies
vegetais citadas, ainda ha a presenga de inUmeros grupos de micro-organismos
(fungos e bactérias) que agem em conjunto na fitorremediacéo.

Como um exemplo de aplicagao pratica pode-se citar o estudo de Wan, Lei e

Chen (2016) que implantaram um projeto de fitorremediagdo de grande escala em
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condicdes reais de contaminacao durante dois anos, com analises anteriores a técnica
e ap6s a sua implementacdo. As espécies utilizadas foram a Pteris vittata, que
acumula arsénio (As) e Pb, e a Sedum alfredii Hance, acumuladora de cadmio (Cd).
As concentracdes de As, Cd e prata (Ag) reduziram de forma significativa apds dois
anos de estudo, niveis estes abaixo dos parametros nacionais preconizados na China.
O solo havia recuperado sua capacidade de utilizagdo na agricultura de forma
saudavel e sua fungao ecoldgica também foi restaurada, ndo mais afetando a saude

dos habitantes locais.

2.3.1 Enydra anagallis Gardner

Devido a escassez de informagdes quanto a espécie alvo do estudo, E.
anagallis, € que se ampliara também ao género a revisao a seguir.

A espécie E. anagallis (Figura 3) € uma espécie encontrada na América do Sul,
mais especificamente no sul do Brasil, no Uruguai, no Paraguai e no nordeste da
Argentina, o género conta com aproximadamente 10 espécies pertencentes a familia
Asteraceae. E uma planta perene que pode criar densas coberturas em areas
inundadas (COSTA et al., 2005).

A espécie ocorre naturalmente em varias regides fisiograficas do Rio Grande
do Sul, incluindo Encosta Inferior do Nordeste, Litoral, Depressédo Central, Encosta do
Sudeste e Campanha. E encontrada em habitats como planicies tmidas, banhados,
corregos e canais. Além disso, a espécie é nativa tanto no Rio Grande do Sul quanto
em Santa Catarina (FLORA DIGITAL, 2023).
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Figura 3: Imagem ilustrativa da espécie vegetal Enydra anagallis.
Fonte: Autora, 2022.

Ha autores que colocam as espécies vegetais E. anagallis e E. fluctuans como
sendo a mesma (ALl et al., 2013). Essa possivel relacdo pode ser em consequéncia
de as plantas serem muito parecidas e gerarem duvidas na identificagao, ou, de fato,
serem a mesma espécie, 0 que necessita de estudos gendmicos para que haja
confirmacao da hipétese. E. fluctuans € uma planta herbacea semi-aquatica flutuante
ou rasteira, amplamente distribuida na Africa, no sul e sudeste da Asia e da Australia,
onde é consumida como alimento e como planta medicinal (PARVEN; DE; GUPTA,
2021).

E de se destacar que a espécie E. anagallis ocorre apenas em corpos hidricos
com excesso de nutrientes, como os encontrados na barragem Santa Barbara
(Pelotas, RS): calcio (78,1 £ 7,1 mg/L), ferro (23,1 £ 0,8 mg/L), potassio (20 + 1,1
mg/L), magnésio (23,5 + 3,6 mg/L), manganés (0,6 £ 0,0 mg/L), nitrogénio (10,4 + 1,9
mg/L), fésforo (1 £ 0,3 mg/L) e zinco (1,7 £ 0,1 mg/L) (DEMARCO et al., 2020).

Em estudo com a espécie E. fluctuans, a acumulagdo de Pb ocorreu
principalmente nas raizes (97,1 — 99,1%) em 96 h de tratamento. De acordo com os
valores dos Fatores de Bioconcentracao e de Translocagcdo, essa espécie nao foi
considerada como hiperacumuladora de Pb. As concentragdes utilizadas para os

ensaios foram de: 11,5, 20,1, 35,7 e 50,2 mg/L. Na maior concentragao (50,2 mg/L) a
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acumulagao nas raizes foi de até 1093,60 + 4,08 pug/g de massa seca com uma
exposicao de 96 h, enquanto que com a exposi¢cao em 3 h na mesma concentracéo,
a acumulagao foi de até 587,72 + 3,09 ug/g de massa seca. Devido a sua larga
distribuicao geografica e com base nos resultados obtidos, os autores consideraram
a espécie como uma candidata a utilizacdo para fitorremediacdo, além de
biomonitoramento de metais em ambientes aquaticos. A espécie mostrou-se capaz
de sobreviver em altas concentragdes de Pb (50,2 mg/L), além de acumular grandes
quantidades nas raizes (PARVEN; DE; GUPTA, 2021).

No estudo de Demarco et al. (2020) foi quantificado um total de 25,8 mg/kg de
Pb na massa seca de E. anagallis. Ainda, foram calculados os Fatores de
Bioacumulagédo e de Translocagao, sendo 114 £ 26 e 0,3 £ 0,04, respectivamente,
demonstrando a capacidade da espécie em acumular contaminantes nas suas raizes,
processo denominado de rizofiltragdo. Ja no estudo de Pitelli et al. (2018) com a
espécie E. sessilis, foram encontradas variagdes nas concentragdes entre plantas
marginais, flutuantes e submersas, além de variagbes sazonais. A concentragao
maxima encontrada foi de 17,7 mg/kg e a minima de 13,7 mg/kg, com uma média de
15,9 mg/kg. Os espécimes foram coletados no reservatério Santana, em Pirai, Rio de
Janeiro, Brasil.

No estudo de Jha et al. (2016), os autores avaliaram 11 pontos para a presenca
de Pb na agua e no sedimento, sendo que a espécie E. fluctuans aparece apenas no
ponto 10, que apresenta uma concentragdo de Pb na agua de 0,013 + 0,002 mg/L e
no sedimento de 28,85 mg/kg. Além disso, avaliaram a concentragao de Pb na planta,
encontrando o valor de 84,7 mg/kg somadas as partes aérea e radicular. A espécie
apresentou um alto Fator de Bioacumulagdo nas raizes (2,05), demonstrando o

processo de rizofiltragao/rizoacumulagao.

2.3.2 Rizosfera e rizobactérias

Rizosfera € definida como a por¢ao de solo adjacente as raizes das plantas e
que sofre influéncia fisico-quimica da atividade radicular. E um microssistema

bastante dindmico que engloba as interagdes entre o sistema radicular vegetal, micro-

organismos e solo.

25



Ha diferengas entre os micro-organismos habitantes da regiao rizosférica e os
habitantes do restante do solo. Essa diferenca é resultado das interacdes entre as
plantas, as rizobactérias e os fatores bidticos e os abidticos, como os exsudatos
radiculares, a presenca e a competicdo de nutrientes no solo, o pH e a temperatura
(ALVES et al.,, 2021). Os exsudatos radiculares s&o relevantes para os micro-
organismos rizosféricos, pois sdo uma fonte de carbono e energia, estimulando a
atividade microbiana, controlando a sua diversidade e o crescimento (BOWEN e
ROVIRA, 1999). O solo rizosférico, quando comparado ao restante do solo, € mais
rico em nutrientes, além de ser um depdsito de carbono (HINSINGER et al., 2006).

Estimativas sugerem que haja na rizosfera uma quantidade de micro-
organismos aproximada de 10" células por grama de solo, de diversas espécies,
englobando os grupos Bacteria, Fungi e Archea (MENDES et al., 2013). O carbono
depositado no solo é acumulado através de rizodeposig¢ao, a qual pode ocorrer das
seguintes formas: secrecgéao, difusdes, lises, gases e mucilagem (NGUYEN, 2003). Os
rizodepdsitos, além de servirem de armazenamento de nutrientes, sdo determinantes
para a estrutura dos micro-organismos, visto que cada composigao de secregao pode
alterar a diversidade destes (CHAPARRO et al., 2012).

As plantas secretam vitaminas, horménios, toxinas e compostos antagdnicos
que agem selecionando os micro-organismos, favorecendo os que sao benéficos para
as plantas. De um lado, as plantas promovem um ambiente propicio para o
crescimento microbiano, do outro lado os micro-organismos melhoram a absorg¢ao de
nutrientes, aliviam o estresse oxidativo causado por fatores abioticos, e ainda podem
proteger a planta contra agentes patogénicos (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009;
RASHID et al., 2016). Os micro-organismos rizosféricos possuem importante papel na
fitorremediacdo e na fitomineragcdo, tendo potencial para serem usados como
inoculantes para aumentar a eficiéncia dessas técnicas (ALVES et al., 2021).

As “rizobactérias promotoras de crescimento vegetal” (plant growth promoting
rhizobacteria — PGPR), sao as bactérias capazes de colonizar as raizes das plantas e
capazes de sobreviver, se multiplicar, se adaptar e de competir com outros micro-
organismos, enquanto promovem o crescimento vegetal, por meio de diversas formas
como: produgcdo de substancias ou metabdlitos como fitorménios, sideroforos e
amoOnia, além da solubilizacdo de fosfato, fixagao de nitrogénio e da mineralizagao de

compostos organicos. Esses compostos sao capazes de alterar a natureza
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(acidificacdo e oxidagédo) e mobilidade (quelagao, precipitacdo e imobilizagdo) dos
metais no ambiente rizosférico, aumentando assim, a eficiéncia da fitorremediacéo e
reduzindo o estresse (ALVES et al., 2021; MANOJ et al., 2020; PAREDES-PALIZ et
al., 2018). A remediacao de solos utilizando plantas e micro-organismos associados &
considerada a técnica ideal e mais segura (GIROLKAR et al., 2021; MANOJ et al.,
2020).

As PGPR possuem diversos mecanismos de agao, como os especificos que
agem por meio da facilitacdo da disponibilidade dos nutrientes no solo, estimulagao
do crescimento radicular, divisdo e alongamento celular e, estabilidade metabdlica.
Além desses, existem mecanismos nao-especificos, os quais ndo estdo diretamente
envolvidos no crescimento vegetal, porém essas substancias produzidas reduzem o
estresse causado por fatores bidticos ou abidticos, por meio da supressdo da
toxicidade dos metais, melhorando o sistema de resisténcia (MANOJ et al., 2020).

As rizobactérias podem ser classificadas de acordo com as suas funcgoes,
sendo estas: fitoestimuladoras, quando produzem fitorménios; biopesticidas, quando
produzem e secretam substancias capazes de controlar pragas e doengas;
biofertilizantes, quando aumentam a disponibilidade de nutrientes no solo; ou
rizorremediadoras, quando sao capazes de solubilizar e adsorver os metais (MANOJ
et al., 2020).

Em estudo de Paredes-Paliz et al. (2018), onde foram investigados os efeitos
das rizobactérias na espécie vegetal Spartina densiflora com presenga de metais, foi
observado o aumento da expressdo das enzimas superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), porém, a CAT em menor quantidade. Foi avaliada também a reagao
ao acido tiobarbiturico (TBA), onde seu aumento em 30% indicava a ocorréncia de
dano nas membranas. Com esses resultados, foi possivel concluir que as
rizobactérias auxiliaram, de fato, na reducao do estresse causado pelos metais, além
de que o indice de Estresse Oxidativo (IEO) reduziu de 50 a 75% nas plantas
inoculadas com as bactérias. No estudo em questédo, o IEO nas espécies vegetais
sem in6culo bacteriano foi quase duas vezes maior do que os controles. Ainda, a
inoculacao das rizobactérias levou a redugcao da atividade de todas as enzimas que
eliminam moléculas reativas ao oxigénio, que causam o estresse oxidativo, porém, o

grau dessa reducao depende da enzima ou da espécie inoculada. Os géneros
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Pantoea e Bacillus tiveram um melhor resultado, em comparagao com a aplicagao de
consorcio bacteriano.

Jiang et al. (2017) isolaram seis (n=6) estirpes bacterianas da rizosfera de
Bohemeria nivea, espécie vegetal conhecida como rami, coletadas ao redor de uma
refinaria. Foram identificadas como pertencentes aos géneros Pseudomonas (estirpe
1), Cupriavidus (estirpe 2), Bacillus (estirpes 11 e 15) e Acinetobacter (estirpes 10 e
18). Nos testes de tolerancia ao Pb, as estirpes 2, 11 e 15 foram capazes de crescer
até a concentragdo de 1.600 mg/L, a estirpe 1 até a concentracdo de 1.500 e as

estirpes 10 e 18 até a concentracéo de 1.400 mg/L.

2.4 Estresse oxidativo e peroxidagao lipidica

A produgédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ocorre de forma natural e
constante nos seres vivos, pois € decorrente da respiracdo celular, sendo a
mitocdndria sua principal fonte, porém, ocorre também nas membranas celulares e no
citoplasma (BARBOSA et al.,, 2010). O estresse oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre a producdo de ERO e a quantidade eliminada por processos
enzimaticos e ndo enzimaticos, causando efeitos deletérios. As ERO agem como
mediadoras na transferéncia de elétrons em diversas reagdes bioquimicas que
ocorrem nos processos metabdlicos, possibilitando, por exemplo, a geragdo de
adenosina trifosfato (ATP), a ativagdo de genes e, participam da defesa nos processos
infecciosos. Porém, a producao excessiva de ERO pode causar danos (SHAMI e
MOREIRA, 2004; FERREIRA e MATSUBARA, 1997), levando a oxidagdo de
biomoléculas, a perda de suas fungdes ou ao desequilibrio homeostatico, o que
resulta em dano oxidativo em células e tecidos (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).
Essa continua geracao de ERO levou ao desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante, os quais tem como objetivo limitar a presenga dessas espécies dentro
da célula, evitando assim os danos (SHAMI e MOREIRA, 2004; BIANCHI e
ANTUNES, 1999). O sistema antioxidante tem por fungao inibir ou reduzir os danos
causados pelas ERO, sendo dividido em enzimatico e ndo-enzimatico (BARBOSA et
al., 2010). Entre os nao-enzimaticas, destaca-se a presenga de compostos fendlicos,
vitaminas e carotenoides. Nesse estudo daremos atengcdo apenas ao sistema

antioxidante enzimatico das enzimas: SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx).
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Na mitocondria, o oxigénio (O2) passa por redugao tetravalente, ou seja, recebe
quatro elétrons, formando agua. A enzima catalizadora desse processo € chamada de
citocromo oxidase. Ao final da cadeia transportadora de elétrons, a citocromo oxidase,
oxida quatro moléculas de citocromo c, ou seja, remove um elétron de cada molécula,
e adiciona-os na molécula de oxigénio para que haja a formagéo de uma molécula de
agua. A agao da enzima citocromo oxidase controla a produgéo de ERO, impedindo a
geragao excessiva, poréem, de 2 a 5% do oxigénio é desviado para outra via
metabdlica, onde sao reduzidos univalentemente e, assim, originam ERO (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997; KOURY e DONANGELO, 2003; SCHNEIDER e OLIVEIRA,
2004). Essa redugao univalente produz os radicais superoxido (O2), hidroxila (OH) e
peréxido de hidrogénio (H202). As redugbes sao catalisadas por enzimas e ha a
participacao dos ions de ferro e de cobre.

Uma questao a ser observada é que o peréxido de hidrogénio (H202) ndo é um
radical livre, pois n&o possui um elétron desemparelhado na ultima camada eletrdnica,
porém apresenta alto potencial reativo. Este participa da reacdo que produz hidroxila
(OH), a qual pode causar danos em qualquer estrutura celular. O H202 possui vida
longa e é capaz de atravessar as membranas celulares, sendo potencialmente téxico
para as células e, ainda, essa toxicidade pode ser aumentada quando ha presenca de
ferro (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Os ions de ferro e de cobre sao significativos nas reagdes de oxidagao-reducgao,
servindo como catalisadores nas reag¢des que produzem ERO. Duas reagdes sao
bastante importantes: 1) Fenton: que produz o radical OH por meio de reagdes com o
H202 e os ions de ferro e cobre; e 2) Haber-Weiss: que produz OH por meio das
reacgoes entre H202 e O2 (KOURY e DONANGELO, 2003; SCHNEIDER e OLIVEIRA,
2004). Quando esses ions se encontram ligados as proteinas transferrina, ferritina e
ceruloplasmina, a geracdo de ERO é reduzida (KOURY e DONANGELO, 2003;
WELCH et al., 2002).

Outra fonte de geracdo de ERO sao os acidos graxos poli-insaturados que
estao presentes nas membranas plasmaticas das células, os quais produzem alcoxila
(LO) e peroxila (LO2), por meio da peroxidagao lipidica. A peroxidagao lipidica é
constituida pelas etapas de iniciagdo, propagacao e terminagdo (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). O radical OH é considerado o iniciador do processo, pois retira

um atomo de hidrogénio (H) dos acidos graxos da membrana celular, tendo um papel
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relevante na peroxidacéao lipidica (WELCH et al., 2002). O ion de ferro também é
essencial, facilitando a iniciagdo do processo, pois agem como catalisadores na
conversao de hidroperoéxidos lipidicos (LOOH) nos radicais LO e LO2, os quais sao
potencialmente reativos e podem iniciar novas cadeias de reacbes (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

As enzimas NADPH oxidases (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxidases) sao outra importante fonte geradora de ERO. Sao proteinas presentes na
membrana celular com fung¢ao de transportar elétrons pela membrana, produzindo,
geralmente, o radical O2 (BERNARD e KRAUSE, 2007).

O sistema de defesa antioxidante, como citado anteriormente, tem por funcéo
inibir e/ou reduzir os danos causados pela formacgédo e agdo de ERO. Essa defesa
pode ser feita das seguintes formas: impedindo a formacdo de ERO, chamado de
sistema de prevencgéao; impedindo a acdo de ERO, chamado de sistema varredouro;
ou, estimulando o reparo e a reconstituicdo das estruturas que foram lesadas,
chamado de sistema de reparo (KOURY e DONANGELO, 2003; CLARKSON e
THOMPSON, 2000).

O sistema antioxidante enzimatico € constituido pelas enzimas CAT, SOD e
GPx, as quais agem por meio do mecanismo de prevencao. As enzimas CAT e GPx
possuem o0 mesmo objetivo de impedir o acumulo de H202. Essa agao é de extrema
importancia, pois a ERO gera o radical OH, o qual ndo possui defesa no sistema
enzimatico (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). A
enzima CAT catalisa a conversdo de H202 em O2 e H20; a enzima SOD catalisa a
conversao do radical O2 em H202; e a enzima GPx catalisa a redugao do H202 em
H20 (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

Na Figura 4 é possivel observar as reagdes de produgdo de ERO pela
mitocdndria. Na equacéao 1, esta demonstrada a reducgao tetravalente do oxigénio (O2),
onde este recebe quatro elétrons (e°) e quatro ions de hidrogénio (H*), formando duas
moléculas de agua (H20) e liberando energia; na segunda equagéo, observa-se a
formacao do radical superoxido (O2') que ocorre através da adicdo de um elétron a
uma molécula de oxigénio; na terceira equacgao, esta ilustrado o processo chamado
de dismutacao, onde o radical superoéxido recebe dois ions de H e forma o H202, sendo
a reacao catalisada pela enzima SOD, a qual acelera a reagdo em 10 vezes; na

quarta equagao, demonstra-se a Reacéo de Fenton, onde o H202 reage com ions de
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ferro ou cobre gerando o radical hidroxila (OH-); na quinta equagao, encontra-se a
Reacdo de Haber-Weiss, onde os ions de ferro ou cobre podem catalisar a reacao
entre H202 e Oz gerando o radical OH'; e na sexta e ultima equagao, o radical Oz
pode reagir com o oxido nitrico (NO-) e gerar peroxinitrito (ONOO) (SCHNEIDER e
OLIVEIRA, 2004).

1) O, + 4e- + 4H*2——H,0 + energia

2)0, + e O,

3)2 0, +2 H=~H,0,

4) Fe?*/Cu* + H,0, —— OH- + OH- + Fe3*/Cu?*
5) H,0, + 0, % 0H + OH- + O,

6) O,- + NO- —— ONOO-

Figura 4: llustracdo das reacgdes de producdo de espécies reativas ao oxigénio pela mitocéndria.

O radical OH é considerado com o maior potencial reativo, bastante instavel e
0 mais provavel de causar danos oxidativos, além de ser o iniciador no processo de
peroxidacao lipidica, alterando as fungdes biolégicas da membrana, agindo sob as
proteinas, alterando sua estrutura, e podendo acarretar danos no DNA gerando
mutagdes (WELCH et al., 2002). Devido ao potencial do radical OH e a falta de defesa
antioxidante enzimatica para agir sobre ele, é relevante a manutengdo na presenca
das enzimas, para que seja mantida a integridade celular. Assim, a enzima GPx
necessita de maior atengdo, uma vez que sua agao depende do ciclo redox da
glutationa, na relacdo entre a glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; ROVER;
HOEHR; VELLASCO, 2001).

Na Figura 5 é possivel observar um esquema do sistema de defesa
antioxidante, onde a enzima SOD catalisa a geragédo de H202 a partir do radical Oz e
as enzimas CAT e GPx se integram para impedir o acumulo de H202. O acumulo de
H202 possibilita a geragéo do radical OH, através das reagdes de Fenton e Haber-
Weiss. A enzima GPx, por sua vez, reduz o H202 a 4gua, porém converte a enzima

GSH em GSSG. A GSSG possui fungao antioxidante devido a sua ligacao dissulfeto.
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E relevante a manutencéo da glutationa redutase (GRd), pois essa recupera a GSH,
possibilitando a manutengdo da integralidade do ciclo redox da glutationa e,
consequentemente, do equilibrio entre os sistemas de defesa (ROVER; HOEHR;
VELLASCO, 2001).

50D REACAO DE FEMTON

0 God H,O, —— == mmmeem (’ ------------------- » OH
REACAO DE HABER-WEISS

H.O, + H,0,
h.,0, 2GSH NAPDP*
GP,
0. 2HO 0 GSSG NADPH
DANOS

OXIDANTES

Figura 5: Sistema de defesa antioxidante enzimatica.
Fonte: ROVER; HOEHR; VELLASCO (2001).

A enzima SOD pode ser encontrada nos sistemas biologicos de duas formas:
1) no citoplasma, onde é dependente do cobre ou zinco (SOD-Cu/Zn); e 2) na
mitocdndria, onde precisa do cofator manganés (SOD-Mn). A enzima GPx também se
apresenta de duas formas: dependente ou independente de selénio, podendo estar
presente no citoplasma ou na mitocondria (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

Quando o estresse oxidativo ocorre, ou seja, a produgéo de ERO supera a agao
do sistema antioxidante, causando efeitos deletérios, sdo gerados marcadores de
estresse oxidativo, os quais sdo metabdlitos especificos fontes da peroxidagao
lipidica, de proteinas e do acido desoxirribonucléico (DNA) e que podem ser
identificados e quantificados (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004; VINCENT; INNES;
VINCENT, 2007; MAYNE, 2003). Alguns exemplos de metabdlitos que servem como
marcadores sdo o malonaldeido (MDA) (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004; MAYNE,
2003) e o TBA (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007), ambos derivados da oxidagao
de lipidios.

32



Em estudo com Cichorium intybus L., Malik et al. (2021) investigaram os efeitos
do metal chumbo no crescimento da planta, a taxa de absorcao e translocacao do
metal para a parte aérea e a atividade enzimatica do sistema antioxidante. O Pb
causou uma reducado no crescimento radicular e na parte aérea, com reducgdes
maximas na concentragao de 300 uM. Houve um maior acumulo de Pb nas raizes do
que na parte aérea, chegando a ~40 mg/g na concentragdo de 300 uM. Quanto a
concentracdo de MDA, foi maior na presenga de Pb, na concentragao de 300 uM,
alcangando a ~4 nmol/g. Quanto a atividade enzimatica, houve aumentos de todas
as enzimas analisadas (SOD, CAT e GPx), com as atividades maximas alcangadas

também na concentragdo de 300 pM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao inicial

Anterior ao inicio dos experimentos, vidraria e demais materiais utilizados nas
analises (ponteiras, béquer, tubos Eppendorf, Falcon e de ensaio, placas de petri, etc)
passaram por lavagem, esterilizacdo em autoclave (121 °C / 15 minutos), secagem e
armazenamento. Apds o uso e contato com Pb, os materiais foram lavados com agua
corrente e sabao neutro, deixados de molho em acido nitrico (HNOs3) 1:1 por 24 horas,
e apos enxaguados em agua corrente e agua destilada. Os meios de cultura utilizados
foram: caldo nutriente (Nutrient Broth) da marca Kasvi, composto por peptona de
gelatina (5 g/L) e extrato de carne (3 g/L); e agar nutriente, sendo agar-agar misturado
com o caldo nutriente citado anteriormente. Ambos os meios de cultura seguiram as
recomendacgdes de preparo e de esterilizagdo do fabricante.

Além do preparo dos materiais, todos os cuidados foram tomados para que se
evitasse o contato direto da pele com o Pb, com o uso de equipamentos de protecao
individuais (EPI).

Para o preparo da solugdo estoque de 1000 mg/L"' de Pb foi utilizado o
reagente de nitrato de chumbo (Pb(NO3s)z2), o qual possui peso molecular de 331,2
g/mol, da marca Dinamica. Para isso, foi pesado 1,599 g do reagente e completado
até o volume de 1 L com agua destilada, apdés o pH foi ajustado para 7,0 com os
tampdes de hidréxido de sédio (NaOH) 1 M ou acido cloridrico (HCI) 1 M.

3.2 Coleta da macrdéfita, isolamento das rizobactérias e purificagao das

colonias

Para os testes foram usados micro-organismos previamente isolados da
rizosfera da macrofita Enydra anagallis. O isolamento foi feito conforme as
metodologias adaptadas de Freitas (1994) e Costa et al. (2017), descrito a seguir.

As plantas foram coletadas nas margens da barragem Santa Barbara na cidade
de Pelotas, acondicionadas em sacos vedados estéreis e levadas até o Laboratorio
de Quimica Ambiental da Universidade Federal de Pelotas (LQA, UFPEL), onde foram

lavadas levemente com agua destilada. A raiz, apés lavagem, foi colocada em solugao
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salina estéril (NaCl 0,85%), na propor¢ao de 100 mL de solugdo para 1 g de raiz, e
colocada em agitador magnético por 30 minutos. Apds esta etapa (diluigdo 10°),
procedeu-se as demais diluigbes até 10-°, como descrito a seguir: em tubos eppendonf
foram colocadas 100 uL de amostra e 900 uL de solugao salina estéril. Antes de cada
nova diluigdo, os tubos passaram por agitagdo em vortex. As diluigdes (10! até 10-%)
foram semeadas em duplicata por spread plate em meio de cultura agar nutriente, da
seguinte maneira: foram retiradas 100 yL de cada diluicao e colocadas em placas de
petri contendo agar nutriente, espalhando com alga de Drigalski. Apos a inoculagao,
as placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas. As diluicbes foram feitas dentro da
camara de fluxo vertical laminar, para que se evitassem contaminacoes.

Apos o crescimento, foi feita a purificagao das colonias. Com o auxilio de uma
lupa, as coldnias foram observadas considerando suas caracteristicas morfolégicas
distintas, como cor, brilho, forma da borda e consisténcia. As diferentes col6nias foram
transferidas para novas placas de petri contendo agar nutriente. Para se obter culturas
puras foi utilizada a técnica de esgotamento por estria. Essa etapa também foi feita
na camara de fluxo vertical laminar. Apds, as placas foram incubadas por 24 horas a
30 °C.

Para a preservagao dos isolados, os micro-organismos foram mantidos sob
refrigeracao e repicados quinzenalmente, em meio agar nutriente suplementado com

50 mg/L de Pb, além de serem congelados em glicerol.

3.3 Selecgao do isolado e melhores condigoes de crescimento

Para a seleg¢ao do isolado em estudo com maior potencial de crescimento na
presenca de Pb, foi feito um experimento para avaliar a tolerancia ao metal, da
seguinte forma: foi adicionado 10 mL de caldo nutriente (pH 7,0) suplementado com
diferentes concentragdes de Pb, sendo 0; 0,01; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/L-'. Apds a
inoculagao, que foi feita em triplicata, mais o controle negativo (caldo nutriente com as
diferentes concentragdes sem a inoculagado do micro-organismo), foram incubados em
condicdes padrdes: temperatura de 30 °C, por 24 horas.

Apoés 24 horas de crescimento, aliquotas de 1 mL das amostras com micro-
organismos foram transferidas para microtubos eppendorf estéreis, centrifugadas a

5.000 rpm por 15 minutos, separando o sobrenadante da biomassa, para que fosse
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feita a contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), a qual possibilita
conhecer a concentracao de bactérias por mL dos inéculos preparados.

Apos a centrifugacao, o pellet foi ressuspendido em solucédo salina estéril
(0,85%) e diluido até 10°. A partir de cada diluicdo, foram retirados 100 uL e
depositados em placas de petri com agar nutriente suplementado com as mesmas
diferentes concentragdes de Pb. As placas foram incubadas a 30 °C. Apés 72 horas
de incubagao, a concentracdo na qual os isolados ndao permaneceram viaveis foi
considerada como o nivel limite da tolerancia (YASIN et al., 2018).

O isolado com maior capacidade de crescimento nas condi¢des padrdo acima
citadas foi testado em diferentes condi¢des de pH (pH 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0),
temperatura (15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C) e tempos de crescimento (24, 48 e 72 horas).

3.3.1 Remocgao de chumbo pelo isolado

A remocao de Pb pelo isolado foi quantificada por espectrometria de emisséo
optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES), que identificou a
concentracao total/final de Pb no meio. Para isso, foram preparadas amostras com o
sobrenadante diluido a 10% e o pH ajustado a < 2,0, com adi¢ao de HCI. Foi feita uma
curva de calibragdo com concentragdes conhecidas de Pb. As determinagdes de Pb
foram realizadas no Laboratério de Metrologia Quimica da Universidade Federal de
Pelotas (LabMeQ, UFPEL).

3.4 Identificagdao molecular do isolado

A identificagdo molecular do isolado foi realizada pelo Laboratério de
Diagndstico Molecular do Instituto de Biotecnologia, da Universidade de Caxias do Sul
(UCS), de acordo com os protocolos descritos a seguir, padronizados pelo préprio

laboratorio.

3.7.1 Extragao do DNA

Os micro-organismos foram crescidos overnight em meio Luria Bertani (LB)

(HiMedia) em agitacao a 140 rpm a 37 °C. A extracdao do DNA foi realizada com
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HiMedia HIPura™ Bacterial genomic DNA Purification Kit® (HiMedia Laboratories),

seguindo o protocolo do fabricante.

3.7.2 Amplificagao do DNA

A amplificacdo dos genes 16S rRNA foi realizada por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com Kit GoTaq® Green Master Mix (Promega), utilizando os
oligonucletideos universais 11F (5'-GTTTGATCCTGGCT-3') (KANE et al., 1993) e
1492R (5'-TACCTTGTTACGACTT-3") (LIN e STAHL ,1995), de acordo com a seguinte
reacdo: 1 uL de cada oligonucletideo, 10 yL do Master Mix, 7 uL de agua Milli-Q e 1
ML do DNA extraido, totalizando 20 pL. Todas as amplificagdes foram acompanhadas
por controle negativo, isto €, sem DNA.

A reacao foi realizada em termociclador (Applied Biosystems), seguindo o
seguinte protocolo: desnaturagéo inicial a 94 °C durante 4 minutos, 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamento a 52 °C por 1 minuto, extensao por 1
minuto e extensao final, a 72 °C por 10 minutos. O produto amplificado foi analisado
em gel de agarose (1,5%) e eletroforese (80 volts). A visualizagao dos fragmentos foi
realizada em transiluminador com luz ultravioleta (UV) (Vilber Loumart) apés
coloracao com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).

Os produtos da PCR foram purificados utilizando 0,25 puL da enzima
Exonuclease | (Amershan Bioscience 2500U), 0,25 yL da enzima Shrimp Alkaline
Phosphatase (Amershan Bioscience 5000U), 0,50 uL de agua Milli-Q e 6,0 yL do
produto amplificado. A reacéao foi incubada a 37 °C durante 30 minutos e apés a 80
°C por 15 minutos para inativagdo das enzimas.

Ap0s a purificagdo, os produtos foram submetidos ao sequenciamento genético
utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer equipado com
capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes foram
marcados utilizando-se 2,5 pmol do oligonucleotideo especifico e 0,5 pL do kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems) de acordo com instrugdes do
fabricante.

Os dados do sequenciamento foram coletados e os arquivos FASTA obtidos
foram alinhados e a identificacao dos isolados foi realizada pela comparacao das

sequéncias de DNA com as sequéncias depositadas no National Center for
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Biotechnology Information (NCBI, http://ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta
BLAST (BLASTn) (EDGAR, 2010).

3.8 Determinacao de chumbo na agua

Foram coletadas trés amostras de 1 L da agua da barragem, em pontos
préximos onde a planta foi coletada. As amostras foram armazenadas em recipientes
de plastico, previamente lavados com agua e sabado neutro e banhados em acido
nitrico (HNO3) 1:1. A metodologia utilizada foi adaptada de Zenebon, Pascuet e Tiglea
(2008). As amostras foram pré-concentradas da seguinte forma: foi transferida 250
mL da amostra homogeneizada para um béquer e adicionado 5 mL de acido nitrico,
essa solugao foi aquecida lentamente até a ebulicdo para que se obtivesse um volume
aproximado de 10 mL. Apds, foi filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 25
mL e completado com agua destilada. O ensaio foi feito em duplicata. As leituras foram
feitas com auxilio do LabMeQ da UFPEL, utilizando MIP-OES. Foi feita uma curva de

calibracdo com concentragdes conhecidas de Pb.

3.9 Determinacao de chumbo no solo

A determinagéo de chumbo no solo foi feita conforme metodologia adaptada de
digestédo acida de solos da United States Environmental Protection Agency (USEPA,
1996). Foram coletadas trés amostras de aproximadamente 200 g de solo, em pontos
proximos as coletas de agua e da planta, e acondicionadas em potes plasticos,
previamente lavados com HNO3 1:1. O solo foi homogeneizado, seco em estufa até
peso constante, e peneirado, sendo que o material de maior granulometria foi
descartado. Foi feita digestdo em bloco digestor em duplicata. Foi colocada 1 g da
amostra de solo e 10 mL de HNOs 1:1 em um tubo de digestao, aquecido a 95 °C por
10 a 15 minutos, sem ferver. A amostra foi deixada esfriar e apds adicionou-se 5 mL
de HNOs concentrado, foi coberto com vidro de relégio e aquecido a 95 °C por 30
minutos. A amostra foi aquecida até que se obtivesse 5 mL de amostra. Foi deixada
esfriar novamente e adicionou-se 2 mL de agua e 3 mL de H202 30% e colocada para
aquecer novamente, lentamente para que nao ocorresse muita efervescéncia. Seguiu-

se o0 aquecimento até a obtengao de 5 mL de amostra. A amostra foi resfriada, filtrada
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e colocada em um baldo de 25 mL e completado o volume com agua destilada. Foi
feita uma curva de calibracdo com concentragdes conhecidas de Pb e as leituras feitas
com auxilio do LabMeQ da UFPEL, com o MIP-OES.

3.10 Determinagao de chumbo na planta

A concentracdao de Pb foi determinada, conforme metodologia adaptada de
Zhang et al. (2009), nas folhas, caule e raizes, separadamente, da seguinte forma: os
tecidos descritos anteriormente foram secos e pesados 100 mg e adicionados 5 mL
de HNOs concentrado. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 10
horas e, em seguida, foram aquecidas a 90 °C por 1 hora, apds, a temperatura foi
elevada a 120 °C por 2 horas. As amostras foram resfriadas, filtradas e transferidas
para baldes volumétricos de 25 mL e completadas com agua destilada. Foi feita uma
curva com concentra¢des conhecidas de Pb e as leituras foram feitas em MIP-OES,
com auxilio do LabMeQ da UFPEL.

3.11 Concentragao de carotenoides e clorofila

As concentracbes de carotenoides e clorofilas a e b na planta foram
determinadas conforme a metodologia de Hiscox e Israelstam (1979) e com o auxilio
da formula de Lichtenthaler (1987), descritas a seguir.

Foram pesadas 100 mg de folhas frescas da planta de diferentes posi¢des do
caule e incubadas a 65 °C com 7 mL de dimetilsulféxido (DMSO) 1 M, até que as
folnas fossem digeridas. Apds, o extrato liquido foi transferido para um baldo
volumétrico e o volume completado até 10 mL com DMSO. Foi feita leitura em
espectrofotobmetro UV-VIS com ondas de 470, 645 e 663 nm para determinar as

concentragdes de carotenoides, clorofila a e clorofila b, respectivamente.

3.12 Avaliacao da peroxidacao lipidica e das enzimas antioxidantes

Todas as analises descritas a seguir foram realizadas com as folhas da planta
e no micro-organismo isolado em estudo. As analises foram realizadas em triplicata

mais um controle negativo (sem o extrato enzimatico).
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3.12.1 Preparagao dos extratos enzimaticos

3.12.1.1 Extrato extracelular (bruto) microbiolégico

O isolado foi inoculado em 10 mL de caldo nutriente, pH 7,0, e incubado a 30
°C por 24 horas. Apos este periodo, foram coletados 5 mL do meio que foram
centrifugados a 3500 x g por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido
para um tubo estéril para posterior utilizacdo e a biomassa resultante utilizada

conforme descrito a seguir no item 3.12.1.2.

3.12.1.2 Extrato intracelular microbiolégico

As células obtidas conforme descrito no item 3.12.1.1 foram lavadas duas
vezes com tampao 50 nM TRIS-HCI, pH 7,5, contendo 3 mM de cloreto de magnésio
(MgClI2) e 1TmM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Em seguida, as células
foram ressuspendidas em 3 mL do tamp&o e submetidas ao rompimento celular (lise)
durante 1 minuto em agitador vértex contendo 1 g de microesferas de vidro estéreis,
seguido de uma pausa de 30 s em banho de gelo (SHAO et al., 2019). Por fim, os
detritos celulares e as microesferas de vidro foram removidos por centrifugacéo e o
extrato intracelular foi transferido para um novo tubo estéril para posterior
determinagao das atividades enzimaticas e de peroxidagao lipidica.

Ambos os extratos (bruto e intracelular) foram congelados para posterior

utilizacdo nas analises dos biomarcadores.

3.12.1.3 Extrato vegetal

A preparagéao do extrato enzimatico vegetal foi realizada conforme metodologia
de Yasin et al. (2018), descrita a seguir. Foram pesadas 500 mg de folhas e
adicionadas a 3 mL de tampéao Tris-HCI (pH 7,5), essa mistura foi moida com o auxilio
de um pildo e um almofariz. A mistura resultante foi colocada em tubos e centrifugada
a 5000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi separado e congelado para as analises

posteriores.
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3.12.2 Peroxidacao lipidica

A reacao ao acido tiobarbiturico foi determinada de acordo com a metodologia
modificada de Velikova, Yordanov e Edreva (2000) descrita a seguir.

Foi feita uma mistura de 0,5 mL do extrato, 0,2 mL de SDS 8,1%, 1 mL de acido
aceético 20% (pH 3,5) e 1 mL de TBA 0,67% (pH 4,0), apds, a mistura foi colocada em
banho-maria a 95 °C por 60 minutos e depois colocada em banho de gelo por 10
minutos. Apos foi medida a absorbancia em 532 nm em espectrofotémetro UV-VIS. O
SDS foi adicionado apenas para analise do extrato enzimatico microbiologico. Os

resultados foram expressos em nmol de MDA/g.

3.12.3 Determinagao de proteina

A determinagcdo de proteinas nas amostras foi realizada com base na
metodologia de Lowry et al. (1951) modificada, com as seguintes solugdes: reagente
de Lowry: 10 mL da solugdo de CTC (sulfato de cobre 1% e tartarato de sodio e
potassio 2% e a essa foi adicionada uma solugao de carbonato de sodio 2%), 10 mL
SDS 10%, 8 mL NaOH 1 M e 12 mL agua mili-Q, reagente de fenol Folin-Ciocalteau
diluido na propor¢ao de 1:5 (v/v) em agua mili-Q e albumina 1 mg/mL. A reagao foi
entdo preparada: 30 yL de amostra, 1170 yL de agua mili-Q, 1200 pL do reagente de
Lowry, agitou-se a mistura e aguardou-se 10 minutos, apds foi adicionado 600 pL do
reagente de Folin, agitou-se e aguardou-se 30 minutos para que fossem feitas as
leituras em espectrofotometro UV-VIS a um comprimento de onda de 750 nm. Foi feita

uma curva padrao com concentragdes conhecidas de albumina (proteina).

3.12.4 Enzimas antioxidantes

3.12.4.1 Atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada por meio do método descrito por

Giannopolities e Ries (1977), quantificada em 50 uL do extrato enzimatico (descrito

em 3.9.1) e 3 mL de reacdo de mistura (pH 8,0) (azul de nitrotetrazélio 63 uM,
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riboflavina 1,3 uyM, metionina 13 mM, EDTA 0,1 mM e tampéao Tris-HCI 50 mM). A
preparacao foi feita em auséncia de iluminagao, em frascos de vidro cobertos com
papel, apds os frascos foram expostos a luz fluorescente por 20 minutos. A
absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-VIS a um comprimento de onda
de 560 nm em cubeta de quartzo. A atividade enzimatica da SOD foi expressa em

Unidade SOD mg/proteina.

3.12.4.2 Atividade da enzima catalase

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Aebi (1984). Para
isso, foram misturados a 25 °C, 2,5 mL de tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0), 200 uL de
peroxido de hidrogénio (1%) e 300 pL dos extratos enzimaticos descritos em 3.9.1. A
absorbéancia foi monitorada por 2 minutos a cada 15 segundos, em espectrofotdmetro
UV-VIS ajustado ao comprimento de onda de 240 nm, em cubeta de quartzo. Os
resultados foram expressos em unidades de atividade de catalase por mg de proteina
(sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima que decompde 1 umol de

H202 por minuto por mg/proteina).

3.12.4.3 Atividade da enzima glutationa peroxidase

A atividade da GPx foi determinada conforme descrito por Upadhyaya et al.
(1985) que se baseia na mistura de uma reagao que devera conter 1 mL de H202 a
1%, 2,5 mL de 50 mM tampao fosfato (pH 6,1), 20 pL dos extratos enzimaticos
descritos em 3.9.1 e 1 mL de guaiacol a 1%. A taxa de oxidagdo do guaiacol foi
monitorada a 420 nm em espectrofotdmetro UV-VIS durante 1 minuto a cada 30
segundos, em cubeta de quartzo. O resultado foi expresso em Unidade de GPx por

mg/proteina.

3.13 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o software Graph Pad Prism 8. Foram

feitas analises de normalidade (Shapiro-Wilk), para verificar a distribuicao dos dados,
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one-way ANOVA e Kruskal-Wallis, para aferir diferenga estatistica significativa entre

0s grupos, considerando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Selecgao e identificagcdo molecular do isolado

Foram isoladas da rizosfera de E. anagallis cinco (n=5) colénias de micro-
organismos distintos, identificados como 11, 12, 13, 14 e 15. No teste de tolerancia ao
Pb, todos os isolados permaneceram viaveis até a concentragdo de 100 mg/L, porém
na concentragdo de 200 mg/L apenas o isolado |1 apresentou viabilidade quando
inoculado em placa, sendo selecionado para dar prosseguimento neste estudo.

O isolado selecionado, até entdo denominado de 11, foi submetido ao teste de
coloracao de Gram e identificado como um bacilo Gram-positivo. Posteriormente, foi
realizada a identificacdo molecular por meio de sequenciamento de DNA capilar —
Método Sanger (STERKY & LUDENBERG, 2000), apresentando 96,41% de
similaridade com B. pumilus (Figura 6), o qual pertence ao filo Bacillota e a ordem
Bacillales, com numero de acesso “KX218316.1” no banco de dados do National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Bacillus subtilis IAM12077

Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535
Bacillus pumilus (1) ()

Bacillus megaterium RB-05

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus thuringiensis IAM 12118

Micrococcus luteus DSM 20030

Caulobacter crescentus

Burkhaldenia sp. OKR4-1

o Pseudomonas sp. ID5

Erwinia sp. MJJ-R3

100 Serratia sp. HHS4

Flavobacterium sp. PBSCIFE-24

Figura 6: Arvore inferida pelo método Neighbor-Joining baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA
indicando a posigéo filogenética de Bacillus pumilus HG8 (A). O isolado foi depositado no GenBank
sob o numero NCBI KX218316.1.

As bactérias do género Bacillus sdao Gram-positivas, possuem formato de
bastdo, sdo formadoras de esporos na natureza quando expostas a condigoes
desfavoraveis, podem ser tanto aerébias como anaerdbias facultativas. O grupo é
bastante heterogéneo estando presente no solo, no ar, na agua, nos alimentos e até
no intestino humano. Algumas espécies sao patdogenas enquanto outras sao utilizadas
na industria (ALOTAIBI, KHAN & SHAMIM, 2021), como por exemplo fungicida em
lavouras de soja.

Estudos sugerem que bactérias Gram-positivas possuem maior habilidade em
se ligar a metais devido as caracteristicas da parede celular. Uma caracteristica
relevante da parede celular de bactérias Gram-positivas sdo que estas contém acidos
teicoicos associados a parede celular, diferente das Gram-negativas, os quais
possuem grupos fosfatos importantes no processo de adsor¢ao de metais. O grupo
carboxil € um dos principais grupos envolvidos na adsorgao de metais, e a fonte destes

grupos carboxil sdo os acidos teicoicos (COLAK et al., 2021).
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4.2 Efeitos do pH e da temperatura no crescimento de Bacillus pumilus

Foram avaliados os efeitos do pH (pH 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 € 9,0) e da temperatura
incubacgéo (15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C) no crescimento do micro-organismo B. pumilus.
Em todos os ensaios o meio de cultura foi suplementado com 50 mg/L de Pb.

Como resultados, observou-se maior viabilidade nos pHs de 6,0 e 7,0, porém
sem diferenca significativa entre ambos (p=0.7570); nos pHs de 8,0 e 9,0 a viabilidade
foi significativamente inferior a detectada nos pHs 6,0 e 7,0; enquanto no pH de 5,0
nao houve viabilidade (Figura 7). Os resultados obtidos corroboram com os resultados
descritos por Wierzba & Latala (2010) e Colak et al. (2011), com viabilidade de
crescimento em pHs entre 5,0 e 8,0. Da mesma forma, Bennis et al. (2022) relataram
que o isolado B. pumilus apresentou viabilidade em pHs de 5,0 a 9,0; ja Efe (2020)
demonstrou viabilidade do isolado entre os pHs de 4,0 e 11,0.
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Figura 7: Efeito do pH na viabilidade de Bacillus pumilus. As medianas seguidas de letras iguais nao
diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas referem-se as medianas
das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e letras mailsculas referem-se as medianas da
densidade ética (D.O.).

Ao observar-se a influéncia da temperatura, foi possivel verificar maior
viabilidade nas temperaturas de 30 e 35 °C (Figura 8), ndo havendo diferenca
significativa entre estas (p=0.9954). Nao houve viabilidade na temperatura de 10 °C,
0 que esta em contraposi¢cao com os resultados obtidos por Wierzba & Latala (2010)

e Colak et al. (2011), onde B. pumilus foi capaz de se multiplicar e manter a viabilidade
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na temperatura de 10 °C. No entanto, Bennis et al. (2022), encontraram resultados
semelhantes aos relatados no presente estudo, onde as temperaturas entre 30 e 40

°C foram as que demonstraram maior viabilidade de B. pumilus.
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Figura 8: Efeito da temperatura na viabilidade de Bacillus pumilus. As medianas seguidas de letras
iguais nao diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas referem-se
as medianas das Unidades Formadoras de Colénias (UFC) e letras maiusculas referem-se as medianas
da densidade ¢tica (D.O.).

Apos andlise dos resultados, foram definidas como melhores condigdes de
crescimento o pH de 7,0 e a temperatura de 30 °C, assim utilizadas como padrao para

0 prosseguimento dos experimentos.

4.3 Efeitos do chumbo no crescimento de Bacillus pumilus

Para avaliar os efeitos do Pb na viabilidade do isolado, foram utilizadas
diferentes concentragdes do metal no meio de cultura (caldo nutriente e agar
nutriente), sendo estas: 0; 0,01; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/L. O crescimento foi
monitorado em diferentes tempos de incubacéo: 24, 48 e 72 horas (Figura 9). As
condicdes de pH e de temperatura utilizadas foram as estabelecidas previamente: pH
7,0 e temperatura de 30 °C.

Analisando apenas a viabilidade nos tempos de 24 e 48 horas nao houve
diferenca significativa entre as concentra¢des de Pb analisadas. J&4 com 72 horas, na
concentracdo de 10 mg/L o micro-organismo apresentou uma viabilidade

significativamente menor comparada as demais concentracdes (Figura 9).
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Figura 9: Viabilidade de Bacillus pumilus nas diferentes concentragbes de chumbo e tempos de
incubagao (horas). As medianas seguidas de letras iguais ndo diferem entre si de acordo com o Teste
de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas referem-se as medianas das Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC) e letras mailsculas referem-se as medianas da densidade ética (D.O.).

Outros autores também demonstraram a capacidade de crescimento de B.
pumilus em meio contendo Pb e outros metais, como Jayanthi et al. (2016), os quais
isolaram bactéria do solo de um depdsito de lixo operacional e essa mostrou-se capaz
de sobreviver em concentragdes de ~20 mg/L de Pb. Sharma et al. (2021) também
demonstrou viabilidade da bactéria em meios contendo >100 mg/L de Pb.

Um exemplo de aplicagéo pratica esta no estudo de Zulfigar et al. (2022), onde
os autores inocularam B. pumilus na espécie vegetal Vigna radiata, e sua semente foi
colocada para germinar em um solo contaminado artificialmente com 300 mg/kg de
Pb; os resultados indicaram que a inoculacéo da bactéria favoreceu o crescimento da

espécie vegetal e também a fitoextragdo do metal de forma significativa.
4.4 Remogao de chumbo por Bacillus pumilus
O isolado foi testado quanto a sua capacidade em remover o Pb do meio (caldo

nutriente). Na Figura 10, pode-se observar as taxas de remogao de Pb apos 24, 48 e

72 horas de incubacao, sendo evidente a redugao em todas as concentragdes iniciais
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apos o periodo total de 72 horas. Nas concentragdes de 25, 100 e 200 mg/L observou-

se diferencga significativa entre os tempos de 24 e 48 horas e 24 e 72 horas.

100= 24h : 48h : 72h

Remocgao (%)

'LQ?’ Yo

Concentracgao inicial de Pb (mg/L)

Figura 10: Remogao de chumbo por Bacillus pumilus, com tempo de exposi¢cao de 24, 48 e 72 horas.
*As medianas seguidas de letras iguais nao diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).

Colak et al. (2011) obtiveram taxas de remocgao de Pb de até 28,06 mg/g,
utilizando um sistema de leito fixo no pH 6timo de 6,0. Esse comportamento pode ser
explicado devido as mudangas nas cargas elétricas na superficie da biomassa. Em
pHs mais baixos, a superficie da biomassa se torna carregada positivamente, assim
os ions de hidrogénio competem com o Pb pelos sitios de ligacdo. Em pHs mais
neutros, a biomassa fica carregada negativamente aumentando as ligagées com o Pb
devido a forga de atragao eletrostatica.

Wierzba e Latala (2010) testaram a biomassa viavel e nao-viavel de B. pumilus,
obtendo uma maior remogao no pH étimo de 6,0, com as células vivas (viaveis), isso
pode ser explicado devido ao acumulo intracelular, além da adsor¢cdo nas paredes
celulares externas. Testaram também a capacidade de dessorcao, com intuito de se
reutilizar a biomassa em outras remogdes, onde a biomassa de células nao-vivas
apresentou uma maior taxa de dessorcao, o que pode ser explicado, mais uma vez,
pelo acumulo intracelular de metal nas células vivas, impossibilitando, assim, a
dessorgao.

A afinidade de ligagao entre céations e os grupos funcionais presentes nas

membranas celulares é fortemente relacionada ao pH. Conforme os resultados
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relatados por Wierzba e Latala (2010), a capacidade de remog¢ao do metal aumentou
proporcionalmente com o aumento do pH, até atingir a capacidade maxima no pH de
6,0, onde B. pumilus adsorveu 74,1 mg/g de Pb. Ja nos pHs de 7,0 e 8,0 foi observada
uma pequena reducao na adsorgao. Essa relacdo de dependéncia € decorrente dos
grupos funcionais da parede celular bacteriana e da quimica do metal. As paredes
celulares possuem grupos funcionais como aminas, amidas e carboxilas que podem
estar carregados positivamente ou negativamente, a depender do pH do meio em que
estdo inseridas. Quando o pH do meio é aumentado, aumentam as cargas negativas
dos grupos funcionais, o que aumenta a forga de atracdo, favorecendo, assim, a
adsorgao de cations, que sao moléculas carregadas positivamente. Assim, o contrario
também é verdadeiro, quando o pH do meio € reduzido, aumentam as cargas positivas
dos grupos funcionais, favorecendo, assim, a dessor¢éo desses cations anteriormente
ligados.

Sayyadi et al. (2017) investigaram a capacidade de remog¢&o de Pb de uma
solugcdo aquosa com B. pumilus sp. AS1, obtendo, conforme os parédmetros de
Langmuir, a capacidade maxima de adsor¢ao de 0,671 mmol/g no pH étimo de 4,0.
Ainda, por meio de analises FTIR (Infravermelho por Transformada de Fourier),
observaram a participacdo dos grupos carboxil e hidroxil da parede celular no
processo de adsorgao.

Sharma et al. (2021) buscaram desenvolver um consorcio de B. pumilus e B.
cereus para remover Pb de solu¢des aquosas, obtendo remocgdes de até 95,93% com
a concentracao inicial de 100 mg/L.

Jayanthi et al. (2016) isolaram diversas espécies de bactérias de dois lixdes,
um ativo e um inativo. Um dos isolados do lixao operacional foi B. pumilus, o qual se
mostrou altamente resistente a todos os metais testados, com exce¢ao para o niquel
e cadmio. O isolado manteve a viabilidade em todas as concentragdes de Pb testadas
(5, 10, 15 e 20 ppm). Esses resultados demonstraram a alta viabilidade do micro-
organismo mesmo quando na presencga de altos niveis de metais, o que pode indicar
a presencga de mecanismos de resisténcia a diversos metais.

No estudo de Nithya et al. (2011), os autores buscaram isolar e identificar a
resisténcia de bactérias isoladas do sedimento de Palk Bay (india) a diferentes tipos
de metais. Foram 46 isolados, entre estes, B. pumilus, que se mostrou altamente

resistente aos metais arsénio, mercurio, cobalto, cadmio, chumbo e selénio. No
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estudo, os autores removeram o plasmideo (plasmid curing) de B. pumilus, e apés a
remogao a viabilidade ndo foi afetada de forma significativa, indicando que a

resisténcia aos metais é proveniente do cromossomo e nao do plasmideo.

4.5 Efeito do chumbo na peroxidagao lipidica em Baccillus pumilus

A peroxidacgao lipidica em B. pumilus foi quantificada por meio da reagao ao
acido tiobarbiturico (TBARS), e expressa em nmol de MDA/g, conforme demonstrado
na Figura 11. De acordo com os resultados, no extrato intracelular, a bactéria
demonstrou capacidade de inibicdo da peroxidacéo lipidica até a concentracédo de 50
mg/L somente no tempo de 24h, enquanto nos demais tempos de incubacao
demonstrou capacidade até a concentracdo de 200 mg/L. Ja no extrato bruto, a
bactéria apresentou capacidade de inibicdo em todas as concentragdes e tempos com
excecao de 200 mg/L nos trés tempos testados. O aumento da presenca de MDA nas
maiores concentragdes indica que houve um aumento na geracéo de ERO. E possivel
considerar a hipotese de que B. pumilus possua a capacidade de alterar a
permeabilidade da membrana plasmatica quando em condigdes adversas, a fim de

evitar danos celulares.
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Figura 11: Quantificagdo de malonaldeido/g em Bacillus pumilus, nos extratos bruto (EB) e intracelular
(El), nas diferentes concentra¢des de chumbo e tempo de exposigcéo. *As medianas seguidas de letras

iguais n&o diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).

4.6 Efeito do chumbo na atividade das enzimas antioxidantes em Bacillus
pumilus

As atividades das enzimas foram quantificadas nos extratos brutos (EB) e nos
extratos intracelulares (El), visando aferir o efeito do Pb na atividade das enzimas
antioxidantes de B. pumilus. Na atividade da catalase (Figura 12) houve diferenca
significativa nas concentracées de 10 e 25 mg/L nos tempos de 24 e 72h,
respectivamente, no extrato bruto; e no extrato intracelular na concentragao de 0,01
mg/L no tempo de 72h, onde as enzimas apresentaram maior atividade. No estudo de
Shao et al. (2019), considerando El, a CAT apenas aumentou na maior concentragao
utilizada, sendo de 5 mmol/L de Pb. A catalase € uma enzima crucial que atua na
decomposicao do H202. Esta age na protegdo das células contra danos oxidativos
causados pelas espécies reativas ao oxigénio (ERO). Um fenbmeno interessante
neste estudo € que a atividade da catalase ndao aumentou significativamente sob
estresse leve, mas aumentou rapidamente em condi¢cdes severas. Isso sugere que,
em situagdes mais criticas, ha uma maior producdo de H202 apds os processos

metabdlicos, em comparacdo com momentos de estresse mais brandos.
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Figura 12: Atividade da enzima catalase em Bacillus pumilus em diferentes concentragbes de chumbo
e em diferentes tempos de exposicéo: 24, 48 e 72 horas (da esquerda para a direita). Dados expressos

em unidades de catalase/mg de proteina. *As medianas seguidas de letras iguais ndo diferem entre si

de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).

Na atividade das enzimas superéxido dismutase no extrato bruto, ocorreram
diferencgas significativas apenas na concentragéo de 10 mg/L em 24h, e em todas as
concentracdes em 48h. Enquanto no extrato intracelular, houve diferencas entre os
tempos de 24h e os demais, com excegao da concentragado de 100 mg/L no tempo de
24h (Figura 13). No estudo de Shao et al. (2019) a atividade intracelular da SOD
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aumentou levemente nas concentragdes de 0.5 e 1 mmol/L de Pb, porém teve um
aumento maior na concentracdo de 5 mmol/L. Esses resultados demonstram que a
atividade foi dependente da presenga de ERO, indicando que a SOD figura um

importante papel na remocéao dessas ERO.
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Figura 13: Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em Bacillus pumilus em diferentes
concentragdes de chumbo e em diferentes tempos de exposicao: 24, 48 e 72 horas (da esquerda para
a direita). Dados expressos em Unidade de SOD mg/proteina. *As medianas seguidas de letras iguais

nao diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
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O experimento demonstrou que a producdo de enzimas antioxidantes € um
mecanismo bioquimico pelo qual os organismos respondem a acumulagao de metais.
Além disso, micro-organismos podem apresentar diferentes sensibilidades e
respostas em relacdo a diferentes metais, especialmente no contexto do estresse

oxidativo.

4.7 Peroxidacgao lipidica no extrato vegetal de Enydra anagallis

O MDA, um produto citotéxico da peroxidagao lipidica, tem sido considerado
um indicador fisiolégico da deterioragdo da membrana celular devido ao estresse
oxidativo (Wang et al., 2008, 2012; Li et al., 2018). Desta forma, a peroxidacao lipidica
também foi avaliada no extrato vegetal realizado a partir das folhas (Figura 14). Pelos
resultados obtidos pode-se observar que, a quantidade de MDA em todos os pontos
de coleta analisados foi semelhante, ndo havendo diferenga significativa entre estes
ao longo da Barragem. Porém, a quantidade de nmol de MDA/g encontrada foi elevada

em todas as amostras (média de 381,79 nmol de MDA/qg).
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Figura 14: Quantificacdo de malonaldeido/g na espécie vegetal Enydra anagallis. *As medianas
seguidas de letras iguais nao diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).

Compreender 0s mecanismos de peroxidagdo lipidica em plantas
fitorremediadoras pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias para melhorar a
capacidade de remediagdo das plantas e proteger sua integridade celular em
ambientes poluidos. Ao explorar formas de mitigar a peroxidagao lipidica, pretende-
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se melhorar a eficiéncia e a sustentabilidade dos processos de fitorremediacao
utilizando plantas aquaticas. Estas desempenham um papel vital na fitorremediacao,
absorvendo contaminantes da agua, solo ou sedimentos e transformando-os ou
armazenando-os em seus tecidos. No entanto, esta absor¢cdo e armazenamento de
contaminantes pode desencadear estresse oxidativo nas células vegetais,
promovendo a peroxidagao lipidica (WANG, et al., 2008; GUO et al., 2019).

Por outro lado, o sistema de enzimas antioxidantes pode oferecer as plantas
protecao suficiente contra a deterioracdo causada por espécies reativas de oxigénio,
como o anion superoxido (O2:-) e o peréxido de hidrogénio (H202). Como bem
sabemos, CAT, SOD e SOD sao enzimas antioxidantes importantes nas plantas para
resistir ao estresse oxidativo (LOPEZ-HUERTAS e del RiO, 2014; YADAV et al.,
2018).

4.8 Estresse oxidativo no extrato vegetal de Enydra anagallis

O estresse oxidativo foi avaliado ainda nos extratos feitos a partir das folhas da
planta. Nao houve nenhuma atividade registrada para a enzima GPx e, nas demais
enzimas analisadas, nao houve atividade significativa, conforme pode ser observado
na Figura 15. Com os resultados é possivel inferir que as condi¢gdes ambientais nas
quais a planta esta inserida ndo sdao uma causa de estresse oxidativo no seu

metabolismo.
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Figura 15: Quantificagéo da atividade enzimética de catalase (A) e superoxido dismutase (B) na espécie

vegetal Enydra anagallis. Nao houve diferenca significativa de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
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No estudo de Ma et al. (2022), os autores buscaram avaliar o estresse oxidativo
e a atividade antioxidante de Glycyrrhiza uralensis, na presenga e na auséncia de B.
pumilus. Os resultados apontaram que o estresse hidrico causa uma producéao
exacerbada de ERO em G. uralensis e, também, uma reducdo na atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx). Porém, a inoculagao de B. pumilus e o uso
de silicio (Si) aumentaram a efetividade do sistema antioxidante, aceleraram o ciclo
de Ascorbate-glutathione (AsA-GSH) e ativaram o metabolismo de flavonoides e
carotenoides, que agem para reduzir o excesso de ERO, assim reduzindo o estresse
oxidativo. Glycyrrhiza uralensis aumentou a produgao do radical hidréxido (O?) quando
em estresse hidrico, porém a presengca do micro-organismo, combinado com a
presenga de Si, reduziram de forma significativa a producdo do radical hidréxido,
assim como, reduziram a taxa de peroxido de hidrogénio (H202) e de MDA. As
atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT foram reduzidas de forma
significativa, enquanto a atividade de GPx foi aumentada significativamente, em G.
uralensis durante o estresse hidrico. Utilizando de forma isolada, B. pumilus apenas
aumentou a taxa de atividade da enzima CAT, enquanto o uso combinado de B.
pumilus e Si aumentou as taxas de CAT e SOD. Também durante o estresse hidrico,
a sintese de carotenoides e flavonoides foi reduzida, porém na presenca de B. pumilus
e/ou de Si foi aumentada de forma significativa. Os autores concluiram que o uso,
principalmente, da forma combinada do micro-organismo e Si apresentou efeitos
positivos no sistema antioxidante de G. uralensis sob estresse hidrico.

Ekinci et al. (2021) aferiram os efeitos de B. pumilus e de Bacillus cereus no
crescimento e estresse oxidativo de Capsicum annuum L. sob estresse salino. Os
resultados mostraram que os indices de acido giberélico, acido salicilico, acido
indolacético e a hidratagdo nas folhas foram reduzidas sob estresse salino, porém
quando na presenga dos micro-organismos, estes indices foram aumentados. As
concentragbes de prolina, sucrose, horménios e clorofilas, aumentaram, e, ainda,
observou-se melhora na absor¢ao de nutrientes e otimizagao da atividade do sistema
antioxidante. As atividades enzimaticas foram aumentadas na planta sob estresse
sem a presenga dos micro-organismos, porém a atividade enzimatica foi reduzida na
presenga dos mesmos. Este fato pode indicar que a presenga de bactérias reduziu os

efeitos do estresse em meio salino.
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4.9 Clorofila e carotenoides

As plantas sao capazes de combater o estresse ambiental por meio de
mecanismos estruturais e funcionais. Ja é conhecido que um baixo nivel de estresse
estimula o desempenho das plantas e €& essencial para o seu funcionamento
(AGATHOKLEUS; FENG; PENUELAS, 2020).

A reducéao do conteudo de clorofila tem sido observada em varias espécies de
plantas devido a contaminagdo com metais pesados (MOBIN e KHAN, 2007) que,
frequentemente, inibem processos metabdlicos por meio da inibicdo da agao de
enzimas. O decréscimo no conteudo de clorofila associado com o estresse de metais
pesados pode ser resultado da inibicdo de enzimas responsaveis pela biossintese de
clorofila (STOBART et al., 1985)

A clorofila a € o pigmento utilizado para realizar a fotoquimica, enquanto que
os demais pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia da energia
radiante para os centros de reag¢ao, sendo assim chamados de pigmentos acessorios,
como por exemplo, a clorofila b e os carotenoides. As clorofilas a e b encontram-se
na natureza em uma proporc¢ao de 3:1, respectivamente, e diferem nos substituintes
de carbono C-3 (TAIZ, e ZIEGLER, 2004).

No presente estudo, os niveis de carotenoides e de clorofilas a e b foram
quantificados utilizando os extratos feitos a partir das folhas da espécie vegetal E.
anagallis. Foi possivel observar um nivel maior de clorofila a (7.564 + 1.091 ug/mL),
seguido de carotenoides (2.684 + 0.34626 ug/mL) e clorofila b (1.610 £ 0.1643 ug/mL).
Os resultados encontrados estdo de acordo com o estudo de Petrovic & Krivokapic
(2020) realizado com a planta Trapa natans L., onde os autores quantificaram clorofila
a até 1.15 mg/g, e clorofila b até 0.757 mg/g. Os autores ainda observaram uma
correlagao negativa entre a presenca de metal nas folhas e a quantidade de clorofila,

demonstrando que essa reducgao pode ter ocorrido devido ao estresse oxidativo.

4.10 Quantificagao de chumbo em Enydra anagallis

Os niveis de chumbo na espécie vegetal foram quantificados de forma isolada

nas folhas, no caule e na raiz, conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16: Quantificagdo de chumbo na espécie vegetal Enydra anagallis. *As medianas seguidas de
letras iguais indicam que n&o houve diferenga significativa de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
Outros autores também quantificaram Pb em E. anagallis, porém em valores
bem abaixo do que os encontrados no presente estudo (Tabela 4), como Demarco et
al. (2018) que obtiveram como resultado 25,8 mg/kg na massa seca; ja Pitelli et al.
(2018), obtiveram uma média de 15,9 mg/kg e Jha et al. (2016) encontraram valores

de 84,7 mg/kg.

Tabela 4: Concentragdes média de chumbo encontradas na espécie vegetal E. anagallis.

Concentragao (mg/kg) Regido da planta Referéncia
46,125 Raizes Autora (2023)
40,875 Caule Autora (2023)
45,5 Folhas Autora (2023)
25,8 Raiz e aérea Demarco et al. (2018)
15,9 Nao especificado Pitelli et al. (2018)
84,7 Nao especificado Jha et al. (2016)
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4.11 Quantificagcao de chumbo na agua e no solo da Barragem Santa Barbara

Os niveis de Pb também foram quantificados na agua e no solo da barragem
Santa Barbara. Na agua, foram encontrados valores de 0,0134 a 0,0250 mg/L. As
concentracdes encontradas estdo acima do estabelecido pela resolugcdo n° 357 do
CONAMA (0,01 mg/L).

Demarco et al. (2018) ja haviam quantificado Pb na agua da barragem Santa
Barbara, encontrando valores de 0,011 a 0,018 mg/L. Outros autores também
encontraram niveis variados de Pb na agua, como Carvalho et al. (2017) e Boleji et al.
(2021) (Tabela 5), também acima do preconizado pelo CONAMA.

Tabela 5: Concentragéo de Pb encontrada em agua.

Concentragao (mg/L) Local Referéncia
0,0134 a 0,025 Santa Barbara (Pelotas, RS) Autora (2023)
0,018 a 0,011 Santa Barbara (Pelotas, RS) Demarco et al. (2018)

0,097 Rio Doce, (Mariana, MG) Carvalho et al. (2017)
0,007 a 0,016 Paca (Jauja, Peru) Boleji et al. (2021)
0,009 a 0,026 Tragadero (Jauja, Peru) Boleji et al. (2021)

Quanto aos valores encontrados no solo, variaram de 8,775 mg/kg a 14,325
mg/kg. Outros autores (Boleji et al., 2021; Ferreira et al., 2021) encontraram valores
superiores aos descritos no presente estudo com relacdo ao Pb no solo e em

sedimentos, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6: Concentragdes de Pb encontradas no solo e sedimento.

Concentracao (mg/kg) Local Referéncia
8,775 a 14,325 Santa Barbara (Pelotas, RS) Autora (2023)
35,56 a 35,96 Paca (Jauja, Peru) Boleji et al. (2021)
41,52 a 59,52 Tragadero (Jauja, Peru) Boleji et al. (2021)
75,5 Billings (Sao Paulo, SP) Ferreira et al. (2021)
78,8 Guarapiranga (Sao Paulo, SP) Ferreira et al. (2021)
46,7 Rio Grande (Sao Paulo, SP) Ferreira et al. (2021)

Esses niveis elevados encontrados na agua e no solo requerem atencao, pois
além de serem matrizes indispensaveis a todo ecossistema, sao também
indispensaveis aos setores de producdo e ao desenvolvimento socioecondédmico

(Rodrigues et al., 2016). Como citado anteriormente no capitulo 2.2, niveis elevados
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de metais podem causar diversos problemas no ambiente e nos seres vivos (plantas,

animais e seres humanos).
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que a rizobactéria B.
pumilus isolada da espécie vegetal E. anagallis foi resistente ao metal Pb,
demonstrando viabilidade significativa mesmo em alta concentragdo (~200 mg/L),
porém apresentou diferencas no crescimento de acordo com a temperatura, pH e
concentragao do metal.

Referente as analises de quantificacdo de Pb, a espécie E. anagallis mostrou-
se capaz de acumular grande quantidade de metal em seus tecidos, demonstrando
ser uma planta bioacumuladora. Quanto as concentragdes encontradas no solo e na
agua, requerem atencdo e monitoramento, pois os valores estavam acima do
preconizado pela legislag&o vigente.

Nas analises de atividade enzimatica e de estado redox, a presenga do metal
parece nao interferir no metabolismo de B. pumilus frente a atividade da SOD e
TBARS. Da mesma forma, quando analisada a resposta oxidativa na espécie vegetal
E. anagallis, ndo foi observada diferenga significativa na atividade enzimatica,
indicando que, apesar dos niveis de Pb encontrados, a condigdo ambiental em que a
planta se encontrava, ndo configurou uma causa de estresse no seu metabolismo,

provavelmente, por esta ter desenvolvido mecanismos de resisténcia.
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