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Resumo

CUNHA, Amanda Garcia da. Potencial de biorremediacdo ao cromo por
Exiguobacterium acetylicum isolada da macroéfita Hydrocotyle ranunculoides.
2021. 90f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) — Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Ambientais, Centro de Engenharias, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

O cromo (Cr) € um dos contaminantes de sistemas aquaticos mais comuns devido ao
seu uso frequente em industrias metallrgicas, de galvanoplastia e curtumes. Para a
saude humana, a exposicdo a este metal pode desencadear alteracbes genéticas e
doencas como o cancer. A biorremediacdo é um processo viavel ambiental e
economicamente, na qual organismos vivos sao utilizados para reduzir ou remover
contaminantes do ambiente. A rizorremediacdo € uma técnica de biorremediacédo, que,
ao utilizar bactérias, se torna um dos mais ecoldgicos e eficientes métodos de
descontaminacdo de solos e ambientes aquaticos. Contudo, 0 sucesso desta técnica
depende que 0s micro-organismos sejam resistentes e tolerantes a metais e apresentem
eficacia em diferentes condicdes ambientais. A comunidade microbiana da rizosfera
também pode variar de acordo com a espécie de planta, estado nutricional, idade,
estresse, entre outros. Neste sentido, buscou-se identificar bactérias biorremediadoras
existentes na rizosfera de plantas macréfitas da espécie Hydrocotyle ranunculoides
presentes no canal do arroio Santa Béarbara, na cidade de Pelotas-RS, capazes de
biossorver o metal cromo, bem como conhecer as condi¢cdes ambientais 6timas para a
eficiéncia da remediacdo. O isolado denominado HR7 da espécie bacteriana
Exiguobacterium acetylicum, apresentou melhor viabilidade e biorremocéo dentre os
selecionados, sendo analisado em diversas condi¢cdes para remocdo de Cr (Ill), tais
como: diferentes pHs, concentra¢cdes de cromo, temperaturas e curva de crescimento. A
espécie também foi testada quanto a sua capacidade de crescimento e remocédo em meio
com Cr (VI). Assim, o isolado demonstrou capacidade de adaptacéo diante das variaveis
ambientais estudadas, demonstrando crescimento e remoc¢ao 6timos na concentracao de
50 mg.L* de Cr (lll), em pH de neutro a alcalino (entre 7 e 8), nas temperaturas 35°C e
40°C e com tempo ideal de contato com o metal na faixa de 12 a 24 horas. Na forma
hexavalente, o isolado apresentou excelente viabilidade e taxas de remoc¢ao do metal
(~100%) em concentracdes 10, 25 e 50 mg.L. Desta forma, a rizorremediacéo
demonstrou ser uma técnica eficiente de remediacdo de ambientes aquaticos
contaminados, bem como a espécie bacteriana estudada demonstra ser um micro-
organismo com grande potencial para estudos posteriores, visando sua aplicacdo em
processos de biorremediacgao.

Palavras-chave: Metais pesados. Cr (lll). Rizorremediacdo. Exiguobacterium acetylicum.



Abstract

CUNHA, Amanda Garcia da. Chromium bioremediation potential by Exiguobacterium
acetylicum isolated from the macrophyte Hydrocotyle ranunculoides. 2021. 90f.
Dissertation (Masters in Environmental Sciences) — Postgraduate Program in
Environmental Sciences, Engineering Center, Federal University of Pelotas, Pelotas,
2021.

Chromium (Cr) is one of the most common contaminants in aquatic systems due to its
frequent use in metallurgical, electroplating and tanning industries. For human health,
exposure to this metal can trigger genetic changes and diseases such as cancer.
Bioremediation is an environmentally and economically viable process in which living
organisms are used to reduce or remove contaminants from environment.
Rhizoremediation is a bioremediation technique that becomes one of the most ecological
and efficient methods for decontaminating soils and aquatic environments. However,
success of this technique depends on the microorganisms being resistant and tolerant to
metals and showing effectiveness in different environmental conditions. Rhizosphere
microbial community can also vary according to plant species, nutritional status, age,
stress, among others. Thus, it was sought to identify bioremediator bacteria existing in
rhizosphere of macrophyte plants of the species Hydrocotyle ranunculoides present at
Santa Barbara stream, in the city of Pelotas-RS, capable of biosorbing chromium as well
as knowing the optimal environmental conditions for remediation. The isolate called HR7
identified as Exiguobacterium acetylicum showed better viability and bioremoval among
those selected, being analyzed under different conditions for Cr (Ill) removal such as:
different pHs, chromium concentrations, temperatures and growth. The species was also
tested for its ability to grow and remove Cr (VI) from medium. Thus, the isolate showed
adaptability to the environmental variables under study, demonstrating optimal growth and
removal at a concentration of 50 mg.L™* of Cr (lll), at pH from neutral to alkaline (between
7 and 8), at temperatures range between 35°C and 40°C and with ideal contact time with
the metal in the range of 12 to 24 h. In the Cr (VI), the isolate showed excellent viability
and metal removal rates of almost 100% at concentrations of 10, 25 and 50 mg.L. Thus,
rhizoremediation constitutes an efficient technique for remediation of contaminated
aquatic environments, and the bacterial species studied demonstrates to be a
microorganism with great potential for further studies, aiming its application in
bioremediation processes.

Keywords: Heavy metals. Cr (lll). Rhizoremediation. Exiguobacterium acetylicum.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Lista de Figuras

Comportamento dos metais no organismo: (a) metais
essenciais e (b) metais ndo essenciais...........cccccvvvvviiiieennnn.

Fluxo dos produtos de cromo desde o minério até o uso final
(o (o Iy 0= = | SR

Representacdo esquematica do ciclo de contaminacao
ambiental POr CrOMO..........covvviiiiiiee e

Representacdo esquematica da biossorcdo de metais em
SOIUGAOD AQUOSA. .....cee ittt ettt e e e e

Grupos de MacrOfitas...........uuvuuiiiiiiiiiiee e

Macrofita Hydrocotyle ranunculoides: (a) no arroio Santa
Barbara no dia de coleta e (b) em laboratério apds
(00 (] - TP PR

Localizacdo do ponto de coleta no arroio Santa Béarbara, no
MUNICIPIo de PelOtas ........ccuvieiiieiiiiiiiicee e

Absorbancia (DOesoonm) € biorremocéo de Cr (lll) pelos
isolados da macrdfita Hydrocotyle ranunculoides...................

Absorbancia (DOsoonm) € biorremocéao de Cr (I11) pelo isolado
HR7 em diferentes faixas de pH.........ccccceeeieeeiniennnn.

Absorbancia (DOsoonm) € biorremocéao de Cr (I1l) pelo isolado
HR7 em diferentes tempos de incubacéao...................

Absorbéancia (DOesoonm) € biorremocgéo de Cr (Ill) pelo isolado
HR7 em diferentes temperaturas..............ccccvvvvveennnen.

Absorbéancia (DOeoonm) € biorremocao de Cr (VI) pelo isolado
Exiguobacterium acetylicum em diferentes concentragdes de
Cr (VI).

17

20

27

35

38

40

47

58

61

62

63

66



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Lista de Tabelas

Alguns métodos convencionais de remocao de metais e suas
vantagens e desvantagens ........ccccceeviiiiiieeeeeesniiiieee e

Técnicas de biorremediacdo e seus principios.........ccccc.vvvveee.
Mecanismos de biossorgcéo e suas caracteristicas..................

Comparacao entre a biossorcao e a bioacumulacéo...............

Extracdo de metais pela macrofita Hydrocotyle ranunculoides
NO RI0 Lerma, MEXICO........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiieeee e s

Caracteristicas morfolégicas observadas dos isolados
=] [=To o] o F=To [0 1S3

Densidade O6ptica dos in6culos e unidades formadoras de
colénias dos isolados da macrofita  Hydrocotyle
(7= 10101 Yol W] 0] o [

Absorbancia (DOsoonm) € biorremocéo pelo isolado HR7 em
diferentes concentracfes de Cr (I).........oevvvieiiiiiiiiineeenennnn,

29

32

34

37

45

56

57

60



Sumario

3 11 o Yo [0 o= T RS 11
P22 © ] o] = 410 1= 14
2.1 ODJELIVO QEIAL. ... uuuiiiiiiiiiiiiii e 14
2.2 ODjetiVOS ESPECITICOS ...ueviiiieiiiiiiiiiiiie et 14
S HIPOTESES i 15
4 ReVISA0 DiblIOGrafiCa.......uvviiiiiiiiiiii e 16
4.1 MELAIS PESAUOS ... .o eeeeeee et 16
4.2 CIOMO ...ttt ettt e e e e et et e e e e e e e e e 18
4.2.1 A utilizag@o do cromo Na iNAUSEIA ........ceeviiiiiiiiiiiiee e 19
4.2.2 ToXiCIdade 0O CrOMO.....cciiieiiiiiiiiiiie ettt e e e 24
4.2.3 O cromo como poluente de ambientes aquaticos............ccccuvvveeeeeeennn. 25
v G I = 10T =10 4 [=To [ = Tox= To 1 28
4.3.1 Mecanismos de bIiorremOoGa0 ............uuiiiieeeeiiieeeeee e 33
4.4 MacrofitasS aQUALICAS .........uvueiiei e 37
4.4.1 Hydrocotyle ranunCuloides............oovuuiiiiiii e e 39
B.4.2 RIZOSTEIA....cci e 42
5 Material @ MELOUOS ....uuuiiiiiiieiiiiieeei e e e 46
5.1 Caracterizacao da area de eStUAO ............uvvuurrrmmmmmnniininiiiiiiinienennnnnnnaennnns 46
5.2 1S01amento MICIODIANO ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
5.3 Purificacdo das colonias diStintas ...........cceeveeeeeiereeiiiiiiiie e 49
5.4 Contagem de CEIUIAS ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
5.5 Crescimento bacteriano e absor¢ao de cromo...........ccccuvvvvvieiiiiinnninnnnns 50
5.6 SeleGa0 d0O iSOIadO..........ccviiiiiiiee e 50

5.7 Identificacdo das condic¢fes ideais de crescimento e biorremocéo de cromo pelo
ISOIAAO HRT ... 51



oAt I = (=T (o o [0 1 o 51

5.7.2 Efeito das concentractes de CrOMO .......ccoeeeeevvevviviiiiie e eee e 51
5.7.3 Efeito da temMPEratura ..........ccooeeeeeeiieiiiiiie e 52
5.7.4 CUrva de CreSCIMENTO .....cceiiiiiiiiieie et et e e 52
5.8 Identificacdo molecular do isolado...........cccooeieeiiiiiiiiiiii e, 52
5.8.1 EXracao dO DINA .......ouiiiiiiiiiiiiiiiiii e 52
5.8.2 AMPIIfiCACA0 O DNA .....oiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 53

5.9 Determinacgédo de Cr (VI) pelo método colorimétrico da difenilcarbazida 54

5.9.1 DesenvoIlVIMENTO A CO.......uiiiiieiieiieiiiiieee e 54
5.10 Andlise estatistica dOS dadOS.............uuuurrrmmmiiiriiiiiiiiiii———.. 55
6 ReSUItad0S € HISCUSSA0 ...ecuuuuuiiiiiieeieeieiiice e et 56
6.1 Isolamento e selecdo dos micro-organismos resistentes ao cromo........ 56
6.2 Contagem de CEIUIAS ............euiiiiieiieee e 57

6.3 Comparacao de crescimento e biorremocéo de Cr (lIl) pelos isolados resistentes

.............................................................................................................................. 58
6.4 Testes das condi¢cdes ambientais ideais............ccccccceeeeieie e, 60
6.4.1 Efeito de diferentes concentragées de Cr (1) ............uuueuiemimiiniinininnnnnns 60
6.4.2 EfEIt0 0O PH ...eeiiiiiiiiiiiiii e 61
6.4.3 Efeito do tempo de contato com o metal Cr () ...........eeuvvviiiiiiiiniinnnnnns 62
6.4.4 Efeito da teMPEratUra ............uuueuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeaaeaenees 63
6.5 ldentificacdo molecular do isolado HR7 ..........ccoovvviiiiiiiiiiiiieceecee e 64
6.6 BIOIremMOGEO A€ Cr (V1) ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 66
7 COoNSIAEragies fIN@IS .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 68

RO O N G AS ..o e e, 70



11

1 Introducéo

A contaminacao de sistemas aquaticos pelas diversas atividades antropicas vem
sendo um dos problemas ambientais mais discutidos, pois a presenca de elementos
toxicos nestes ambientes repercute em efeitos adversos sobre 0s organismos, aos seres
Vivos e a saude publica. Naturalmente, a existéncia abundante de metais nestes sistemas
€ um reflexo da sua ampla utilizacdo em atividades humanas e industriais, assim, o grau
de ameaca ambiental de diversas tecnologias e de atividades deve ser considerado e
controlado.

Os metais pesados encontram-se no meio ambiente devido a acdes antrépicas
como a queima de combustiveis fosseis, utilizacdo de insumos agricolas, producéo de
efluentes domésticos e rejeitos industriais (MUNIZ e OLIVEIRA-FILHO, 2006), como
também estdo espontaneamente presentes na natureza, sendo o intemperismo e a
lixiviacdo, exemplos de processos naturais que geram o aparecimento de metais na agua
e no solo.

No ambiente aquatico, os organismos tendem a acumular metais pesados e
contaminantes organicos em seus tecidos, o que leva a um grande risco de contaminacgéo
dentro da cadeia trofica, causando desequilibrio do ecossistema (FERRI, 2012). Para a
saude humana, a exposicado a metais pesados pode desencadear alteracdes genéticas e
doencas como o cancer, danos ao sistema nervoso, figado e rim, disfuncées motoras,
entre outros.

O cromo (Cr) € um dos contaminantes mais comuns devido ao seu uso frequente,
principalmente em industrias metallrgicas, de galvanoplastia e curtumes, sendo
encontrado em todas as fases do ambiente, agua, ar e solo. Suas formas mais estaveis
sao a trivalente (Cr (I11)) e a hexavalente (Cr (VI1)), embora existam varios outros estados
de valéncia instaveis e de curta duragdo em sistemas biolégicos (SHANKER et al., 2005).

A principal via de exposicdo ao cromo € pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados, e, ainda que sirva como nutriente em alguns alimentos, como carnes e
cereais, a exposicao aguda a esse metal pode causar impactos toxicos a saude. Melnik
(2016) relata que varios estudos ja provaram gue 0s compostos de cromo sao capazes
de produzir efeitos alergénicos, mutagénicos e carcinogénicos em todos 0s organismos

Vivos.
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A biorremediacdo € um processo pelo qual organismos vivos — normalmente
plantas e/ou micro-organismos — sdo utilizados para reduzir ou remover contaminantes
do ambiente. Em comparagdo com outros métodos de tratamento, a biorremediacéo
demonstra vantagens, pois consiste em um processo natural, com perturbagcéo ambiental
minima, sendo considerado um procedimento acessivel, de baixo custo e seguro
(WETLER-TONINI et al., 2010). Contudo, o sucesso da técnica depende que 0s micro-
organismos sejam resistentes e tolerantes aos metais (BOECHAT, 2014). As bactérias
apresentam menor tempo de geragdo e maior versatilidade metabdlica e enzimética
guando comparadas aos demais micro-organismos e, devido a esses fatores, a maioria
dos estudos sobre biorremediacéo sao realizados com linhagens bacterianas (MARTINS
e MARTINS, 2013).

A espécie Hydrocotyle ranunculoides é uma macrdfita aquéatica de grande
ocorréncia em alguns paises da Europa e outros como Japéao, Australia e Israel. Esta
planta apresenta também altas taxas de crescimento no arroio Santa Barbara, na cidade
de Pelotas, no Rio Grande do Sul, e vem demonstrando potencial de aplicagdo no
tratamento de ambientes contaminados. Em estudo realizado por Demarco (2018), a
espécie apresentou capacidade natural de fitorremediacdo do arroio citado, com
potencial de fitoextracéo para fosforo, potassio, calcio, sédio e arsénio, e rizofiltracdo para
metais como magnésio, cobre, manganés, cadmio, aluminio, chumbo e cromo, uma vez
que demonstrou reter niveis mais elevados nas raizes.

Sabe-se que macréfitas aquéaticas com potencial remediador, associadas a
rizobactérias, podem ser grandes aliadas em processos de biorremediacdo. Alguns
géneros bacterianos habitantes de zonas rizosféricas de plantas ja vém sendo estudados
e aplicados em varios tratamentos, como Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter e
Methylobacterium (CHAUHAN et al., 2015). Logo, a biorremediacdo com o auxilio de
macrofitas e micro-organismos isolados e adaptados pode ser uma alternativa para a
reducdo da contaminacdo de ambientes aquaticos. Contudo, conhecer os parametros
fisicos, quimicos e bioldgicos que afetam o processo € essencial para 0 sucesso da
técnica (PRADHAN et al., 2017).

O constante crescimento das atividades antropicas no municipio de Pelotas tem

feito com que uma série de residuos, tanto industriais quanto domésticos, cheguem as
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aguas de uma das principais fontes de abastecimento hidrico da cidade, o arroio Santa
Barbara, provocando alteracdes em suas condi¢des naturais. A presenca de cromo nesta
regido se dé& principalmente por meio de atividades agricolas, sendo que a concentracédo
do metal no arroio esta bem acima da concentragdo permitida pela legislacédo brasileira
(DEMARCO, 2018). Desta forma, o presente estudo visa contribuir com a identificacédo
de rizobactérias associadas a macrofita H. ranunculoides, que tenham capacidade de

remediar ambientes contaminados com cromo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo identificar bactérias potencialmente
biorremediadoras de cromo existentes na rizosfera de macréfitas da espécie Hydrocotyle

ranunculoides presentes no canal do arroio Santa Barbara, na cidade de Pelotas-RS.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar bactérias rizofiticas da macroéfita H. ranunculoides resistentes ao metal
cromo;

e Avaliar a viabilidade dos micro-organismos isolados no cromo, bem como sua
capacidade de absorcao do metal;

e Avaliar o crescimento e biorremocédo de cromo pelos isolados em diferentes
variaveis ambientais;

¢ |dentificar molecularmente por meio do 16S DNA, os isolados com maior potencial

de biorremediacdo de cromo.
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3 Hipoteses

Bactérias rizosféricas da macrofita H. ranunculoides presentes no arroio Santa
Barbara tém resisténcia ao metal cromo;

A variaveis ambientais influenciam diretamente a eficacia dos processos de
biorremediacéao;

A utilizagdo de bactérias rizofiticas em técnicas de biorremediacdo é uma
alternativa eficaz e viadvel de descontaminacdo de ambientes aquaticos poluidos com

cromo e outros metais pesados.
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4 Reviséao bibliografica

4.1 Metais pesados

Os metais estdo presentes no ambiente de forma natural ou advindos de
atividades antropicas. Por meio de processos naturais, estdo frequentemente na forma
de oOxidos, sulfetos e carbonatos e, apesar da ocorréncia de metais em seu estado
elementar ser rara, as concentragdes dependem muitas vezes do teor do elemento na
rocha de origem e do grau de intemperizacéo que esse material sofreu (ANDRADE et al.,
2007). Ja atividades antrépicas, desde os processos produtivos até a disposicao final
incorreta de metais pesados utilizados no decurso do produto ou servico, podem
aumentar a concentracdo destes a niveis mais altos dos que originalmente presentes na
natureza. Bielicka et al. (2005) esclarecem que 0s metais sdo contaminantes ambientais
persistentes: uma vez emitidos, podem permanecer no meio ambiente por centenas de
anos.

Assim, metais sao elementos quimicos de extrema importancia para a manutencao
de condicGes favoraveis para os meios bibticos e abioticos; apresentam ligacdes
guimicas fortes entre seus atomos e caracteristicas fisicas definidas como conducéo de
eletricidade, brilho, maleabilidade e flexibilidade (MILAZZO et al., 2011). Leite (2002)
ressalta ainda que os metais apresentam outras diversas propriedades fisicas tipicas,
como alta condutividade térmica, alta densidade e ductilidade.

Os metais pesados representam uma das categorias de metais. Embora ndo haja
ainda um consenso geral sobre a definicAo de metal pesado, os principais fatores
determinantes que os caracterizam sdo a alta densidade - comumente mais de 5 g/cm?,
potencial téxico (NIES, 1999; JARUP, 2003), nimero atdmico superior a 20 e a
capacidade de se ligarem as substancias organicas e inorganicas (LEITE, 2002). Sendo
assim, 53 dos 90 elementos da tabela periddica sdo considerados metais pesados
(MARTINS, 2017).

Do ponto de vista biologico, alguns destes elementos apresentam caracteristicas
de essencialidade aos seres humanos, animais e plantas, se presentes em baixas

concentracbes. Ha metais que estdo envolvidos no funcionamento de algumas rotas
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metabdlicas do corpo e presentes em fontes alimenticias. No entanto, enquanto
determinados metais sdo necessarios em quantidades minimas para 0s seres Vivos,
outros que nao apresentam funcdes bioldgicas relevantes podem causar danos ao
metabolismo (VALLS e LORENZO, 2002). Lima e Mergon (2011) apontam que, quando
acima da faixa de concentracdo Gtima, um metal essencial exerce acao toxica sobre o
desenvolvimento do ser vivo, sendo que ha um nivel de concentracdo em que este pode
se tornar letal (Figura l1a); por outro lado tem-se um metal ndo essencial ao ser vivo
(Figura 1b), e para este, ha uma faixa de concentracao toleravel ao organismo e, quando
excedido o limite de concentracdo, este se torna toxico e, posteriormente, letal. Alguns
metais como calcio, potassio, ferro, cobre, zinco, cromo, manganés, dentre outros
(EMSLEY, 2001) s&o essenciais para o ser humano. Deste modo, até mesmo alguns
metais considerados toxicos em concentracbes elevadas, sdo fundamentais ao
metabolismo em baixas concentracbes, como o zinco, o cobre e o cromo (LIMA e
MERGCON, 2011).

Desenvolvimento Desenvolvimento

4 ! : 4 :

i H
deficiente i 6timo i toxico i leta toleravel i téxico i letal
i : : : s
: { : : :
H : H H
i : : :
H : : :
: : ; :
5 ; s a |
»> - - »
(a) Concentracdo (b) Concentracdo

Figura 1 - Comportamento dos metais no organismo: (a) metais essenciais e (b) metais ndo essenciais.
Fonte: LIMA e MERCON (2011).

Contudo, frequentemente o0s metais desta categoria sdo associados
principalmente como substancias toxicas, geralmente provenientes de descartes de

rejeitos no ambiente e estéo ligados diretamente a poluicdo de aguas, do ar, dos solos e
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das plantas. Por essa razdo, a maior preocupacao em relacdo aos metais pesados é a
bioacumulacdo destes pela flora e fauna aquatica, o que consequentemente, acaba
atingindo o homem (BALTAZAR et al., 2019).

Todos 0s metais pesados e seus compostos possuem toxicidade que, segundo
Muniz e Oliveira-Filho (2006), significa a capacidade inerente que um elemento quimico
possui de causar efeitos adversos sobre 0s organismos vivos; todavia, um dos principais
fatores que definem o grau de toxicidade de um elemento é o nivel de exposicado. Demais
fatores como biodisponibilidade e espécie quimica na qual se encontra, também
influenciam na toxicidade de um elemento quimico (VALLS e LORENZO, 2002). Além
disso, no que tange a ambientes aquaticos, a toxicidade de um metal em agua varia de
acordo com o potencial hidrogeniénico (pH) e dos teores de carbono dissolvidos e em
suspensao, visto que, quando 0s metais interagem com o0 carbono e seus compostos,
podem sofrer adsorcao (BAIRD, 2002; LIMA e MERCON, 2011).

O cromo é um poluente muito comum no meio aquatico, normalmente originado
de fontes de poluicdo industrial, como galvanoplastia e tingimento téxtii (MOHANTY e
PATRA, 2011; KYZIOL-KOMOSINSKA et al., 2018). Por ser um elemento com alta
capacidade de acumulacdo na cadeia alimentar, de dificil degradacdo quimica e
biolégica, e apresentar potencial carcinogénico em sua forma de oxidacdo hexavalente
(Cr (V1)), insere-se no grupo de poluentes que requerem tratamento especial (COSTA et
al., 2017).

4.2 Cromo

O cromo, simbolo Cr, foi descoberto pelo quimico francés Louis Nicolas Vauquelin
no ano de 1797, a partir do tratamento do minério crocoita com acido cloridrico diluido, o
gue gerou o oxido cromico (CrOs) como residuo da reagéo. Este CrOs, que apds aquecido
a alta temperatura em presenca de carvao, produziu o metal cromo (Cr), o qual o nome
foi escolhido devido a grande variedade de cores que seus compostos apresentavam,
uma vez que o cromo remete a cor (SILVA e PEDROZO, 2001; SHANKER et al., 2005;
KORZENOWSKI, 2007; BRANDAO, 2013).
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Assim, o cromo é um elemento metalico do grupo 6 (6B) da Classificacédo Periddica
dos Elementos, possui nimero atdmico 24, massa atomica 52 e densidade de 7,19 g.cm?
a 20°C. Este mineral ocorre nas valéncias de -2 a +6, onde os estados de oxidacdo mais
comuns séo 0, +2, +3 e +6, da qual a forma bivalente é facilmente oxidada a trivalente
pelo ar, e as formas trivalente e hexavalente as mais estaveis (SILVA e PEDROZO, 2001;
GOMES, 2005; KORZENOWSKI, 2007). Esta em todas as fases do ambiente em
decorréncia da intemperizagcdo do material de origem dos solos ou introduzido em
residuos de atividades antrdpicas (SOUSA e SANTOS, 2018). Silva e Pedrozo (2001)
ressaltam que, naturalmente, o cromo é encontrado em rochas, animais, plantas, poeiras
e névoas vulcanicas. Além disto, & encontrado em varios minerais nas formas de 6xidos
e silicatos, porém ndo é encontrado puro na natureza devido ao carater oxidante da
atmosfera e a sua elevada reatividade com o oxigénio (SAMPAIO et al., 2008).

Outro aspecto é que, segundo Brandao (2013) e Samantaray et al. (2014), o cromo
€ um metal de transicdo, de coloracdo cinza semelhante ao a¢co e, devido as suas
propriedades como resisténcia a corrosdo, dureza, resisténcia ao atrito, oxidagdo e

capacidades de cor, seu principal uso estd em processos industriais.

4.2.1 A utilizagc&do do cromo na industria

O cromo destaca-se como o quinto elemento metalico depois do ferro, manganés,
aluminio e cobre. Contudo, a cromita € o Unico mineral de cromo economicamente
aproveitavel, sendo considerado um dos mais importantes minerais industriais no mundo
e utilizada tanto como mineral metalico quanto ndo-metalico. Assim, a cromita € um 6xido
duplo de ferro e cromo (FeCr204), contendo cerca de 68% de oxido de Cr (lll) (Cr203) e
32% de 6xido de ferro (FeO), podendo 0 magnésio e o aluminio substituirem parcialmente
o ferro, constituindo a estrutura da cromita (SAMPAIO et al., 2008; MURTHY et al., 2011).
Sampaio et al. (2008) salientam que, mundialmente, os concentrados de cromita podem
ser agrupados em graus de uso metallrgico, quimico ou refratario e isso dependera do
teor de Oxido de cromo e da relagdo cromol/ferro. Os autores esclarecem ainda a
diferenca entre o consumo do metal cromo e do mineral cromita: o primeiro envolve, além

do consumo da propria cromita, as ligas do metal e substancias quimicas, ja o segundo
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inclui apenas o concentrado de cromita. O fluxograma da Figura 2 ilustra processos,

produtos e usos finais de produtos de cromo, ao longo de seu beneficiamento.

[ PROCESSODS Il probuTos 1] USDS FINAIS |
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Figura 2 - Fluxo dos produtos de cromo desde o minério até o uso final do metal.
Fonte: PAPP (1994); SAMPAIO et al. (2008).

Inicialmente, o cromo era empregado quase gque exclusivamente como corante em
pinturas e no campo da industria quimica (GONCALVES, 2001). Somente com 0 avanco
da industria metalurgica no inicio do século XX, somado a difusdo dos acidos inoxidaveis,
esse elemento tornou-se entdo, um produto vital também na indUstria da metalurgia
(SAMPAIO et al., 2008; COSTA, 2014). Este setor consome cerca de 81% da producao
mundial de cromita, utilizado principalmente para a producéo de ligas de ferro-cromo,
fonte para a producdo de &cido inoxidavel (GONCALVES, 2001). Devido as suas
propriedades como dureza, resisténcia ao atrito, corrosdo e ao desgaste, também é
altamente utilizado em estruturas de construgéo civil (SILVA e PEDROZO, 2001).

Na industria de refratarios, responsavel por 11% do consumo mundial de cromita,
o cromo é empregado principalmente na producado de tijolos para fornos metalurgicos,

refinamento de ligas de metais ndo-terrosos, fabricacéo de vidros, etc. (SAMPAIO et al.,
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2008; COSTA, 2014). De acordo com Sampaio et al. (2008), entende-se por refratarios,
materiais usados para resistir aos efeitos térmicos, fisicos e quimicos que ocorrem nos
mais diversos seguimentos de industrias.

J& na industria quimica, que consome cerca de 8% da producdo mundial de
cromita, os produtos derivados de cromo tém sua principal aplicacdo na manufatura de
pigmentos, compostos de tingimento, catalisadores, inibidores de corrosdo, cromagem,
produtos de acabamento, entre outros (GONCALVES, 2001; SILVA e PEDROZO, 2001,
SAMPAIO et al., 2008). Além disso, alguns fertilizantes contém niveis apreciaveis de
cromo, a exemplo dos nitrogenados, dos fosfatados e dos superfosfatados (SILVA e
PEDROZO, 2001). A fotografia e a preservacdo da madeira também sao exemplos de
atividades consumidoras de cromo (MELLA, 2013; MIOR et al.,, 2013; SOUSA e
SANTOS, 2018).

No Brasil, uma das principais atividades que utilizam cromo na produ¢do s&o 0s
curtumes. O pais, juntamente com a China, a india e o México, concentra uma das
maiores producdes de couro do mundo (ABREU, 2006). Segundo o Centro das Industrias
de Curtumes do Brasil — CICB, 2020, 244 curtumes movimentam a industria do pais,
exportando mais de 2 bilhdes de dblares ao ano para 80 paises. O setor coureiro localiza-
se principalmente nas regifes sul e sudeste. No ano de 2020, a participacao dos estados
da federacdo com exportacdes relevantes para a categoria foram: Rio Grande do Sul com
28,0%, S&o Paulo com 14,4%, Parand com 13,9%, Goias com 13,4%, Mato Grosso do
Sul com 6,9% e 23,3% advinda de outros estados do pais (CICB, 2020). No estado
gaucho, 60% das instalacdes curtumeiras se concentram na regido do Vale do Rio dos
Sinos (FIGUEIREDO-SGANDERLA et a I., 2010).

Apesar dos beneficios econémicos, a atividade dos curtumes € também conhecida
pelos diversos impactos ambientais que causa, principalmente devido a vasta utilizacao
de agua, produtos quimicos, geracdo de residuos, emissdes atmosféricas e elevados
volumes de efluentes (BRACHER et al., 2018; LAU, 2019). O processo de curtimento
consiste em transformar a pele do animal em couro, e pode ser classificado em trés tipos
principais: mineral, vegetal e sintético (FERRARI e PACHECO, 2015). No curtimento
mineral, o processo ao cromo ainda € o principal método utilizado mundialmente, devido

ao seu potencial de produzir um couro de qualidade, com maior resisténcia ao calor e ao
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desgaste, além de reduzir o tempo de curtimento (OLIVEIRA, 2008; FERRARI e
PACHECO, 2015). Oliveira (2008) ainda destaca outros reagentes utilizados no
curtimento em quantidades expressivas: tanino vegetal, taninos sintéticos, sais de
aluminio e zirconio. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2020), cerca de 96,9% de toda a producdo de couro no Brasil, € realizada por meio da
utilizacao de cromo.

Os residuos cromados sdo gerados em grandes volumes nas etapas de divisao,
rebaixe e recorte de couros wet-blue (aqueles curtidos no cromo) (DIAS et al., 2014). O
lodo de curtume é outro subproduto dessa industria, onde o cromo ocorre na forma
trivalente, sendo que em condi¢des de baixa acidez, esse elemento se apresenta pouco
soluvel (TREBIEN et al., 2011). O agravante ocorre diante de fatores como o descarte
inadequado desses residuos, escassez de éareas de despejo, elevado custo de
manutencdao e controle de aterros, entre outros (COSTA, 2009). Ferrari e Pacheco (2015)
ressaltam que a destinacao ideal é a reutilizacdo do cromo residual na prépria etapa de
curtimento, dentro de seus processos produtivos, assim, eliminando ou minimizando
eventuais problemas e custos decorrentes da gestédo desses residuos. Os autores ainda
complementam gue se esse procedimento for bem realizado, as indUstrias de curtumes
devem ter lancamento de cromo no ambiente, igual ou muito préoximo de zero.

A regido de Pelotas, no sul do estado, ja teve grande participacdo na industria de
curtumes brasileira. Na época das charqueadas, iniciada por volta dos anos 1780,
Pelotas teve a maior concentragcdo de curtumes do estado e uma das maiores
capacidades curtidoras de couros e de peles do pais (BORGES, 2019); isso se deve ao
fato de que a atividade que produzia o charque, também utilizava o couro como matéria
prima. Com o fim da era das charqueadas, consequentemente a atividade curtumeira na
cidade também foi diminuindo, apesar de hoje ainda existirem alguns curtumes na regiao.

No que se refere as demais atividades econbmicas, Pelotas abrange os trés
setores econbmicos. De acordo com o Conselho Regional de Desenvolvimento
(COREDE, 2015), a cidade possui uma estrutura mais concentrada no segmento
alimenticio, com destaque para a grande producao de arroz. Outros produtos como fumo,

cebola, péssego e laranja também sdo bastante produzidos na regido.
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Em algumas dessas culturas, a presenca de cromo esta principalmente ligada aos
fertilizantes, utilizados para suprirem micronutrientes necessarios ao solo. Além dos
nutrientes desejaveis, este produto possui em sua composi¢cdo metais pesados toxicos
(GONCALVES JUNIOR et al., 2000). Moraes (2009) esclarece que fertilizantes minerais
podem conter metais pesados em concentracdes variaveis e, quando adicionados aos
solos, que ja contém teores de metais pesados, estes podem ultrapassar os limites
toleraveis de concentragdo para solos e plantas. Apesar de geralmente os teores de
metais pesados nos solos serem baixos, sdo conhecidos alguns solos de regides do
Brasil, Estados Unidos, Canada e outros, que possuem teores naturalmente elevados.

Um estudo realizado por Gongalves Junior et al. (2000) verificou que a aplicacao
de fertilizantes com micronutrientes mostrou uma efetiva disponibilizacdo de cadmio,
chumbo e cromo para plantas de soja e, conforme aumento da dosagem das aplicagbes
dos fertilizantes, maior era a concentracdo desses metais nas plantas. Em outro estudo
feito por Lima et al. (2015), as concentracfes de cadmio, chumbo e cromo encontradas
em amostras de diferentes marcas de arroz comercializadas no estado do Rio Grande do
Sul, encontraram-se abaixo das descritas nos limites maximos de tolerancia em graos de
arroz indicados na Resolu¢éo da Diretoria Colegiada — RDC n° 42, de 2013 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 0,4 mg.K? para o cadmio e de 0,2 mg.K!
para o chumbo. Para o cromo, a ANVISA declarou na Agenda Regulatéria no ano de
2020, que é mais eficiente tratar os problemas identificados com o contaminante em
alimentos na perspectiva de uma revisdo mais ampla da legislacao, inclusive da RDC n°
42 de 2013. Sendo assim, atualmente ndo ha uma norma brasileira descrevendo limites
maximos de tolerancia do metal cromo em alimentos. No entanto, diante do exposto é
importante salientar que a ingestdo continua e em altas concentragbes de metais
pesados toxicos para os seres humanos pode causar efeitos graves a saude (MELNIK,
2016).

Por fim, além dos fertilizantes minerais e corretivos, outras fontes antropicas como
aplicacao de fungicidas, dessecantes, lodo de esgoto, restos da producéo intensiva de
animais, queima de combustiveis fésseis, entre outros, podem adicionar metais pesados

toéxicos em areas agricolas (MORAES, 2009).
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4.2.2 Toxicidade do cromo

O nivel de toxicidade do cromo depende da espécie quimica em que se encontra.
As formas mais usuais de oxidacdo do cromo (lll e VI) apresentam caracteristicas
distintas quanto as propriedades geoquimicas, toxicolégicas e biologicas (BRANDAO,
2013). Enquanto o Cr (lll) em uma faixa estreita de concentracdo € considerado um
nutriente essencial a algumas rotas metabdlicas, o Cr (VI) € toxico para homens, animais
e plantas por ser acumulativo e carcinogénico (MONTEIRO et al., 2002).

O Cr (ll) é a forma menos mével e menos téxica do metal, encontrado
principalmente ligado & matéria organica no solo e em ambientes aquaticos, normalmente
apresentando-se na forma de céation (Cr3*) e anion (CrO2) (CASTILHOS et al., 2001;
SAMANTARAY et al., 2014; SOUSA e SANTOS, 2018). E considerado um nutriente
essencial ao metabolismo humano, agindo principalmente na ativacéo da insulina; a sua
falta pode afetar o coracdo e ocasionar transtornos metabdlicos e diabetes
(KORZENOWSKI, 2007; HEREDIA, 2017). Além disso, o Cr (lll) esta presente em baixas
concentracfes em diversos alimentos como carnes, vegetais, leguminosas, cereais e
oleaginosas. As Instrucdes Dietéticas de Referéncia (IDR) publicadas no ano de 2019
apontam uma ingestéo adequada de 25 ug/dia para mulheres e 35 pg/dia para homens
adultos, e de 11 a 15 pg/dia para criancas de 1 a 8 anos de idade (DIETARY
REFERENCE INTAKES, 2019). Entretanto, Silva e Pedrozo (2001) alertam que alguns
alimentos acidos podem apresentar concentracdes mais altas de cromo quando em
contato com superficies de aco inoxidavel, seja durante a sua colheita, processo ou
preparacao; isso ocorre devido as condicbes de lixiviacdo do material. Assim, €&
necessario evidenciar que mesmo a forma trivalente (Cr (l11)) pode se tornar téxica ao ser
humano se for absorvida em altas doses.

O Cr (VI) é considerado a forma mais perigosa a saude dos seres humanos e ao
meio ambiente. Dentre as formas geralmente encontradas na natureza estao os cromatos
e dicromatos (CrO4> e Cr207%), 0s quais sdo téxicos e mutagénicos, sollveis em uma
ampla faixa de pH, apresentando maior mobilidade no ecossistema (CASTILHOS et al.,
2001; SAMANTARAY et al., 2014; SOUSA e SANTOS, 2018). O estado de oxidacao
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hexavalente do cromo raramente ocorre de forma natural, tendo origem basicamente por
fontes antropogénicas o que o torna um micropoluente (COSTA, 2014).

Para o homem, a exposicéo aguda ao metal em sua forma hexavalente (Cr (V1))
pode ser extremamente alarmante. Por possuir propriedades carcinogénicas e
mutagénicas, Dermou et al. (2007) complementam que esta € uma substancia que
facilmente se acumula no organismo dos seres vivos. Ainda, € propensa ao
desenvolvimento de alergias, de dores e de Ulceras estomacais, de problemas
respiratorios, de enfraquecimento do sistema imunoldgico, de danos aos rins e ao figado,
de alteracdes genéticas e cancer de pulméo, podendo levar a morte em certos casos
(CASTRO, 2006). A International Agency for Research on Cancer — IARC (1990)
classifica o cromo hexavalente como carcinogénico para humanos, ou “Grupo 17,
categoria utilizada somente quando ha evidéncias suficiente de carcinogenicidade em
humanos. Além disso, o Cr (VI) é 100 vezes mais toxico e 1000 vezes mais mutagénico
que o Cr (Ill) (SAMANTARAY et al., 2014).

4.2.3 O cromo como poluente de ambientes aquéticos

Durante os ultimos anos, industrias brasileiras dos mais diversos segmentos vém
adotando praticas e tecnologias alternativas menos poluidoras e que otimizem o
aproveitamento de matérias-primas. Contudo, a disposicao de grandes quantidades de
residuos industriais no meio ambiente continua sendo um problema grave (PERALTA,
2014).

ApoOs a entrada das espécies metalicas no ecossistema, estas passam a infligir
danos a medida que se movem de uma camada tréfica ecoldgica para outra (VOLESKY,
2001). De acordo com Melville e Burchett (2002), os metais tendem a se acumular em
plantas e animais aquaticos por meio da superficie do corpo, por vias respiratorias e pela
ingestao, criando condi¢cbes de toxicidade e potencialmente causadores de efeitos letais
e subletais em diversos componentes da biota aquatica. Os metais pesados prejudicam
fitoplancton, zooplancton, comunidades bentdnicas, peixes, aves marinhas e demais
vertebrados aquaticos, chegando, desta maneira, aos seres humanos (COELHO E

FONSECA, 1986). Nestes ultimos, as principais formas de contaminagdo por metais



26

pesados sdo por via dérmica, ingestao e inalacdo (HEREDIA, 2017). Percebe-se assim,
que a presenca desses metais em ambientes aquaticos interfere ndo somente na
qualidade da agua, mas igualmente no ecossistema presente e, posteriormente, na
saude humana.

No ambiente aquatico, podem ser distinguidos quatro compartimentos abiéticos: o
material em suspensao, os sedimentos, as aguas superficiais e as aguas intersticiais,
sendo que os quatro possuem uma forte interagéo entre si (LEITE, 2002). Do Carmo et
al. (2011) relatam que os sedimentos sdo 0s maiores repositérios de metais pesados em
ambientes aquaticos, mesmo quando as concentracfes na agua sdo baixas ou
inexpressivas. Silva e Pedrozo (2001) corroboram, afirmando que o cromo, em agua
superficial, pode se apresentar na forma de material particulado ou depositado nos
sedimentos. Deste modo, a contaminagdo de sedimentos serve como um importante
indicador de poluicdo ambiental. No que se refere a biota aquatica, esta também é capaz
de acumular metais pesados numa concentracdo muito acima da encontrada na coluna
d’agua (DO CARMO et al., 2011).

Assim sendo, estudos vém sendo realizados com frequéncia com relacdo a
remocao de metais pesados nesses meios. Martins (2004) afirma estarmos na “idade de
remocao do metal”, pois, inicialmente, a qualidade da agua era avaliada somente por
meio dos sentidos fisicos da visdo, paladar e olfato. Somente mais tarde, com o
desenvolvimento das ciéncias bioldgica, quimica e médica, outros métodos de afericdo
da qualidade da agua foram conhecidos.

Atualmente, o indice de Qualidade de Agua (IQA) padronizado e mundialmente
utilizado, elaborado no ano de 1970 pela National Sanitation Foundation (NSF) dos
Estados Unidos da América (EUA) utiliza nove parametros de qualidade: demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), oxigénio dissolvido (OD), coliformes fecais, nitratos, pH,
temperatura, solido totais dissolvidos, fosfato total e turbidez (DONADIO et al., 2005;
CASTRO, 2006; FERREIRA et al., 2015). O indice varia de zero (0) (pior qualidade) a
cem (100) (melhor qualidade).

Devido a ampla utilizagdo na industria, a dispersédo de cromo no meio ambiente
tem sido cada vez maior. Segundo Silva e Pedrozo (2001), algumas das principais formas

de liberagéo do metal e seus compostos para 0 meio ambiente s&o por meio de emissoes,
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incineracdo de residuos, fertilizantes, lancamento de efluentes, etc. (Figura 3). Desta
forma, Castro (2006) complementa que a contaminacdo humana e de outros organismos
por cromo pode ocorrer pela inalagédo do ar, pela ingestédo de alimentos, pela agua e pelo
contato com a pele.

Atmosfera

(Cr203, CrOy, HxCrOy, etc.)

Plantas

Cr(1ll) « Cr(VI)
Cr(TlD) >>> Ce(VI)

Animais e Humanos
f Cr(VI) - Cx(1ll)

Figura 3 - Representagcdo esquematica do ciclo de contaminagdo ambiental por cromo.
Fonte: COSTA (2014).

Nos processos ou fontes de contaminacéo, embora o cromo apareca nas formas
trivalente, hexavalente e elementar, a maioria dos compostos sollveis de cromo, em
aguas de superficie, podem estar presentes como cromo hexavalente, sendo uma
pequena parte na forma trivalente. Entretanto, o que geralmente acontece, € a reducao
do cromo (VI) para cromo (Ill) devido a matéria organica presente na agua (SILVA e
PEDROZO, 2001). Métodos convencionais como escavagdo ou bombeamento do
material contaminado, adi¢do de redutor quimico, precipitacdo seguida de sedimentacéao,
troca ibnica e adsorcéo, sdo alguns dos tratamentos utilizados em solos e ambientes
aquaticos contaminados com cromo hexavalente (MATOS et al., 2008).

Segundo a Resolucéo n° 357, do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA,
2005), o valor maximo permitido de cromo em &aguas doces é de 0,05 mg.L?,
corroborando com a Portaria n°® 2.914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), que
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regulamenta o nivel de cromo em agua destinada ao consumo humano e seu padréao de
potabilidade, e indica o mesmo valor para o metal. JA a concentracdo permitida em
lancamento de efluentes ndo deve ultrapassar 1,0 mg.L* para a forma trivalente (cromo
(1)), e 0,1 mg.L?! para a forma hexavalente (cromo (VI)), segundo a Resolugéo n°® 430
do Conama (CONAMA, 2011).

Em um estudo que objetivava avaliar a presenca de cromo e outros metais em dois
rios localizados no estuario de Sao Vicente em Sao Paulo, Do Carmo et al. (2011)
encontraram nas amostras de agua, uma concentracdo de cromo bem acima da indicada
na resolucdo Conama, e ainda uma elevada acumulacdo do metal nas branquias de
peixes paratis, um dos mais abundantes e consumidos pela populacdo da regido. Outro
estudo realizado por Leite (2002) avaliou as concentracbes de alguns metais em
diferentes compartimentos do reservatoério de Salto Grande, em Americana, Sdo Paulo.
Os resultados para cromo na agua néo ultrapassaram 0,051 mg.L™t, enquanto que nos
sedimentos chegaram a 152,0 mg.kg, classificando este Gltimo compartimento como
altamente poluido.

Perante o0 exposto, a poluicdo por metais pesados e suas implicacdes para a saude
publica e 0 meio ambiente levam a um crescente interesse da comunidade cientifica para

desenvolvimento de abordagens de biotecnologia ambiental.

4.3 Biorremediagéo

Nas ultimas décadas, devido a crescente conscientizacdo a respeito da presenca
de metais pesados no ambiente e suas consequéncias ecoldgicas, busca-se conhecer e
aperfeicoar tecnologias que visem atenuar os efeitos desses poluentes. As técnicas que
utilizam processos fisicos e quimicos sado capazes de remover uma vasta gama de
contaminantes, porém tendem a possuir alto custo, elevado consumo de energia,
gerarem grande quantidade de residuos e lodos toxicos dificeis de descartar, além de,
em muitos casos, nao serem totalmente eficientes e necessitarem complemento de outro
método (GURIA et al., 2014; KANG et al., 2016). Dentre os métodos convencionais de
tratamento de ambientes contaminados com metais, estdo a precipitacdo quimica e

filtracdo, oxidagdo ou reducdo quimica, tratamento eletroquimico, troca ibnica, osmose
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reversa, adsorcao, evaporacao, etc. (VOLESKY, 2001). A Tabela 1 apresenta algumas
vantagens e desvantagens de alguns dos métodos tradicionais de remocdo de metais

pesados.

Tabela 1 — Alguns métodos convencionais de remocéo de metais e suas vantagens e desvantagens.

Método Vantagem Desvantagem
Precipitagdo quimica e Simples e de baixo custo Separacao dificil em concentragdes
filtracéo altas, ndo muito efetiva, além de

produzir lama

Oxidacéo e reducéo Mineralizagédo Requer agentes quimicos
quimica
Tratamento eletroquimico Recupera os metais Custo elevado para altas
concentracdes
Troca ibnica Efetivo, possivel recuperacdo dos  Sensivel a presenca de particulas,
metais resinas de custo elevado
Osmose reversa Efluente puro Custo elevado, altas pressdes
Adsorcao Sorventes convencionais N&o efetivo para alguns metais
Evaporacgéo Efluente puro Requer fonte de energia, com custo

elevado e produz lama

Fonte: Adaptado de Pino (2005).

Mediante o exposto, abordagens biolégicas de remediacdo tém se apresentado
mais econdmicas e menos nocivas ao meio ambiente.

De Lorenzo (2018) relata que estudos cientificos sobre a biodegradacao
microbiolégica de moléculas organicas potencialmente complexas iniciaram na década
de 1950 por Irwin Clyde Gunsalus, que reconheceu que micro-organismos isolados da
natureza poderiam executar reacfes que até o momento eram consideradas possiveis
somente por métodos organoquimicos. O autor ainda narra que, embora ja conhecido o
imenso potencial dos micro-organismos na degradacdo/remocdo de poluentes, a
aplicabilidade de acdes remediadoras com estes sO teve a atencdo do publico em
grandes acidentes ambientais na década de 1980, a exemplo do derramamento de 6leo
do petroleiro Exxon Valdez.

Assim, a biorremediacao surge como uma ferramenta natural totalmente inovadora

e vantajosa. E definida como a transformacdo de contaminantes ambientais em
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substancias inertes ou menos toxicas, por meio de processos bioldgicos que contam com
0 metabolismo de organismos na degradacdo molecular de compostos, possibilitando
que estes utilizem os poluentes como fonte de carbono e energia (YAKUBU, 2007;
ANDREAZZA et al., 2013; DZIONEK et al., 2016). Além de ser ambientalmente correta
por utilizar organismos vivos na descontaminacéo, esta técnica é eficaz e apresenta baixo
custo de execucdo, ndo € invasiva, exige mao de obra reduzida e é considerada uma
solucéo permanente. Volesky (2003) indica que entre os materiais de origem bioldgica
aplicados na biorremediacdo, estdo os micro-organismos (bactérias, fungos e
microalgas), 0s vegetais macroscopicos (algas, gramineas, plantas aquaticas), ou até
mesmo subprodutos agricolas e industriais de origem vegetal, como cascas, bagacos e
sementes.

Outra vantagem da biorremediacao, levando em conta o local de aplicacdo € a
possibilidade de ser executada de duas formas: no tratamento ex situ, no qual ocorre a
remocao da area contaminada para tratamento em local especialmente preparado, mais
comumente aplicado a remediagdo de solos. J& o tratamento in situ € feito no proprio
local da contaminacdo, tornando o processo mais atrativo e economicamente viavel
(KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; DZIONEK et al., 2016). No entanto, Couto et al. (2010)
relatam que os desafios dos experimentos de biorremediacao, estdo em obter resultados
de campo tao bons quanto os laboratoriais.

Um determinado local contaminado pode exigir uma combinacdo de métodos para
que seja alcancada a remediacéo ideal. Deste modo, para a escolha de qualquer técnica
de biorremediacdo, deve-se considerar alguns critérios, como a natureza e a
biodisponibilidade do contaminante, as caracteristicas do local, as politicas ambientais, o
ambiente deve apresentar condi¢Bes satisfatorias para manter o crescimento dos micro-
organismos e plantas, e principalmente, o custo total da biorremediacdo deve ser menor
do que as tecnologias convencionais (FRUTOS et al., 2012; ANDREAZZA et al., 2013).
Além dos critérios de sele¢cdo do método apropriado, alguns critérios de desempenho
determinam a eficacia da biorremediacdo, como a concentracdo de oxigénio e de
nutrientes, de temperatura, de pH e de outros fatores abioticos (AZUBUIKE et al., 2016).

O processo de biorremediagdo com a utilizacdo de micro-organismos pode ser

classificado de trés formas, onde em cada uma, a populacdo microbiana passa a utilizar
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0S compostos organicos poluentes como fonte de carbono, ocasionando assim, a
reducdo das concentracdes dessas substancias no meio. A primeira, a atenuacao
natural, consiste na redu¢do dos contaminantes do ambiente pelos micro-organismos
vivos, sem qualquer interferéncia humana (JOUTEY et al., 2013). A principal vantagem é
gue, mesmo sem 0 acréscimo de nutrientes ou a adequacéo das condicfes ambientais,
a reducao pode ocorrer de maneira eficiente e continua devido a adaptacéo natural da
microbiota nativa. Contudo, esse processo costuma durar de meses a anos (ANDRADE
et al., 2010). A segunda, bioestimulagcdo, também denominada de atenuacao natural
acelerada, € uma opcéao de remediacéo in situ onde busca-se principalmente estimular o
crescimento da populacédo microbiana nativa utilizando-se da adicdo de compostos como
oxigénio, hidrogénio e nutrientes ao ambiente contaminado. A adi¢do de nutrientes e
otimizagdo das condigdes ambientais proporcionam um aumento do crescimento e da
atividade metabdlica dos micro-organismos, aumentando, consequentemente, a
velocidade e a porcentagem de biodegradacdo do poluente. Ainda, se tratando da
necessidade de uma biodegradacdo répida e efetiva, a terceira, denominada
bioaumentacdo, é caracterizada pelo aumento da microbiota nativa por meio da
inoculacdo e adicdo de micro-organismos exdgenos. Geralmente é aplicada quando a
comunidade microbiana nativa esta presente em pequena quantidade, ou até mesmo,
ausente (ANDRADE et al., 2010; JOUTEY et al., 2013).

A biorremediacédo ainda oferece uma ampla variedade de técnicas de remocéao de
poluentes que vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos. Kavamura e Esposito (2010)

apresentam algumas das principais, ilustradas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Técnicas de biorremediacéo e seus principios.

Técnica

Principio

Atenuacédo natural

Bioaumentacao

Bioestimulacéo

Biolixiviagédo

Biofiltros

Biopilhas

Biossor¢éo

Bioventilacao

Compostagem

Fitorremediacéo

Landfarming

Rizoremediacéo

Existéncia de organismos autéctones capazes de degradar os
contaminantes do local

Adicao de micro-organismos exégenos capazes de degradar os
contaminantes resistentes a microbiota nativa

Adicao de nutrientes que estimulam o crescimento e
desenvolvimento de micro-organismos locais, aumentando sua
atividade metabdlica, elevando assim a degradacao do
contaminante

Micro-organismos especificos como Thiobacillus ferrooxidans e
T. thiooxidans promovem a solubilizagéo dos metais

Aplicagéo de micro-organismos em filtros para a
descontaminacao de 4guas e residuos

O material a ser tratado é empilhado sobre um sistema aerado e
0s nutrientes sdo adicionados a ele

Adsor¢do de metais e outros ions de uma solucdo aquosa pelo
uso de materiais biolégicos

Aeracédo do solo para remover os compostos volateis e estimular
a atividade microbiana degradadora dos contaminantes
organicos

Nutrientes sdo misturados ao solo aumentando a aeragéo e a
ativacdo de micro-organismos autdctones

Uso de plantas na descontaminacao de ambientes terrestres ou
aguaticos

O solo é organizado em pilhas e revertido periodicamente por
praticas agricolas, assim, estimulando a degradagé&o dos
contaminantes por micro-organismos locais

E a quebra de compostos organicos na zona da rizosfera,
aumentando a atividade microbiana e, consequentemente, a
degradacao de contaminantes

Fonte: Adaptado de Kavamura e Esposito (2010).
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4.3.1 Mecanismos de biorremocéao

A biorremocéo é o processo no qual poluentes como metais, sdo degradados por
materiais de origem biolégica. Com a utilizacdo de bactérias, isso sO € possivel devido a
capacidade de resisténcia e tolerancia a presenca de ions metalicos, uma vez que micro-
organismos apresentam uma variedade de mecanismos que determinam a entrada e a
saida de metais nas células (GADD, 2009). Bruins et al. (2000) apontam alguns desses
mecanismos de resisténcia, como exclusdo por barreira permedével, sequestro intracelular
e extracelular, transporte ativo, reducao da sensibilidade ao metal, entre outros.

A absorc¢ao se trata da incorporacédo de uma substancia de um estado para outro
diferente, a exemplo de um liquido sendo absorvido por um sélido; ja a adsorcéo € a
adesao fisica ou ligacdo de ions e moléculas para a superficie de uma outra molécula.
Assim sendo, a biossor¢cao é uma subcategoria da adsor¢cédo, onde o absorvente é um
material de origem biologica (ACIOLY, 2014).

A biossorcao é ainda, um dos diferentes meios que possibilitam que os micro-
organismos realizem a remoc¢do de um metal pesado de um ambiente contaminado,
sendo um dos métodos com mais efichcia na biorremediagdo, juntamente com a
bioacumulacdo (CHOJNACKA, 2010; SILVA, 2011). Nesses dois processos, quando um
produto quimico soluvel (sorbato) esta presente em um ambiente aquoso juntamente com
a biomassa (biossorvente), este produto interage com as células do material biolégico. A
principal diferenca esta no fato de que, na biossor¢éo, a adsor¢édo do produto limita-se a
superficie da parede celular, enquanto que na bioacumulacdo, o poluente acumula-se
também no interior da célula (CHOJNACKA, 2010).

A biossorcédo pode ser definida como o processo no qual micro-organismos ou
biomassa vegetal sdo utilizados para retencdo, remoc¢ao ou recuperacao de metais
pesados de um ambiente liquido (VOLESKY, 2001). E um processo fisico-quimico rapido,
reversivel e passivo, ocorre essencialmente na parede celular, podendo ser realizado por
organismos ativos e inativos (ACIOLY, 2014; FERNANDEZ et al., 2018).

Nesta técnica, Conicelli (2017) explica que, devido a grande afinidade do
adsorvente/biomassa pelas espécies do sorbato, este € atraido pelo solido por diferentes

mecanismos e 0 processo continua até que o equilibrio entre os ions adsorvidos e o0s
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ions dissolvidos, seja atingido. Os mecanismos envolvidos no processo de biossor¢ao
(Tabela 3) diferem quantitativa e qualitativamente, de acordo com as espécies utilizadas,

origem da biomassa e seu processamento (SILVA et al., 2014).

Tabela 3 — Mecanismos de biossorcéo e suas caracteristicas.

Mecanismo Adsorcéao Caracteristicas

Complexacao Quimica E a formacg&o de um complexo a partir da

associacdo de duas ou mais espécies

Coordenacao Quimica Quando o atomo central de um complexo esta
unido a outros &tomos por ligacdes covalentes
Quelacgéo Quimica Complexos formados por um composto
orgéanico sao unidos ao metal por pelo menos
dois sitios
Troca ibnica Quimica E definida como o intercambio de ions que se

encontram formando espécies moleculares

Adsorcéo Fisica Sorc¢édo através da superficie do tecido
organico
Microprecipitacido Fisica Quando existe alguma variacéo nas condicbes

ambientais proximas da superficie do sorvente

(biomassa), levando a precipitacao

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2014) e Conicelli (2017).

Biossorventes podem ser bactérias, fungos, algas, residuos industriais e agricolas
e outros materiais polissacarideos (ACIOLY, 2014). Por serem um grupo de materiais
facilmente coletados no meio ambiente e também fonte de producéo de biomassa com
baixo custo, tornam o processo da biossor¢cdo uma alternativa inovadora e vantajosa
(CHOJNACKA, 2010).

No entanto, para um material de origem bioldgica ser utilizado como biossorvente,
€ necessario que apresente algumas caracteristicas, como seletividade frente a
diferentes espécies metalicas, captura eficiente e rapida do metal, separacéo rapida do
biossorvente da solucgédo, ter baixo custo e ser reutilizavel, entre outras (SILVA et al.,
2014). Alguns fatores operacionais também influenciam diretamente na biossorgéo, séo
eles: pH, forga idbnica, concentracdo da biomassa, temperatura, tamanho da particula,

presenca de nutrientes outros ions na solucéo, etc. (PINO, 2005).
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Conicelli (2017) esclarece que o pH da solucéo é um dos fatores que mais afetam
a sorcdo de metais, sendo que a adsorcdo aumenta com o aumento do valor do pH;
contudo, valores extremos podem danificar a estrutura da biomassa e alterar o sitio ativo
de ligacdo. Quanto a concentracdo metalica, conforme seu aumento, a capacidade de
biossorcdo aumenta e a eficiéncia da biossorcdo diminui. Ja a faixa de temperatura para
biossorcdo estd normalmente situada entre 10 e 70°C (SILVA et al., 2014). Pino (2005)
afirma que dentre os sistemas de aplicacdo de processos de biossor¢ao, os mais usuais
sao as colunas de leito fixo, os sistemas de leito fluidizado, ou uma combinagéo dos dois,
e a bioflotacao.

Ao final do processo da biossorcdo, a biomassa carregada com o sorbato é
regenerada e reutilizada, sendo o sorbato recuperado por um eluente; este procedimento
deve objetivar basicamente n&o danificar nem diminuir a capacidade de biossor¢céo da
biomassa, para que assim possa ser aplicada em um novo ciclo (DEMIRBAS, 2009;

CHOJNACKA, 2010). A Figura 4 ilustra o processo de remocao de metais por meio da

biossorgao.
Efluente liguido
contendo metais pesados
[ Biossorgao pela biomassa 1
[ Separago solido-liquido H Efluente tratado ]
[ Biomassa carregada ]
| J' l
[Recuperaq;éo nao destrutiva ] [ Recuperacao destrutiva ]
Biomassa
regenerada

Figura 4 - Representacao esquematica da biossor¢ao de metais em solugao aquosa.
Fonte: CALFA e TOREM (2007).
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A bioacumulacao é definida como a acumulacéao intracelular de um sorbato por
uma biomassa. Ocorre em dois estagios: 0 primeiro € a propria biossorcéo, o seguinte &
mais lento e conta com a conducao do sorbato através da parede celular e membrana
plasmética até o interior da célula, e isso acontece normalmente por meio de um sistema
de transporte ativo (CHOJNACKA, 2010). E um processo complexo por depender de
fatores que podem influenciar no crescimento do organismo utilizado, tais como pH,
composicdo do meio de cultura, temperatura, presenca de elementos toxicos, etc.
(SILVA, 2011).

Por ser um mecanismo dependente do metabolismo, s6 ocorre com biomassa
ativa, estando associado ao sistema de defesa dos micro-organismos, que reagem na
presenca de metais toxicos (PINO, 2005). Sendo assim, o processo de bioacumulacao é
suportado devido a sintese de metalotioneinas (proteinas de baixo peso molecular), que
se ligam aos metais tornando-os biologicamente indisponiveis, excluidos das reacoes
metabdlicas (SILVA, 2011).

A bioacumulacéo é ainda um mecanismo de custo mais elevado e remog¢do mais
demorada quando comparada com a biossorcdo, justamente por depender do
metabolismo dos organismos e da manutencao das células (ACIOLY, 2014; ALMEIDA,
2018). Apesar de possuir a vantagem de acumular maiores quantidades de metais, com
a elevacdo da concentracdo da substancia téxica ao longo do tempo de processo, 0
agente biologico atinge a saturacao, podendo interromper o metabolismo e resultar a
morte do organismo (VIJAYARAGHAVAN e YUN, 2008).

A Tabela 4 apresenta uma comparacao entre a biossorcédo e a bioacumulacgéo,

considerando algumas caracteristicas.



Tabela 4 — Comparacéo entre a biossorcao e a bioacumulacao.

Caracteristica

Biossorcéo

Bioacumulacéo

Custo

pH

Temperatura

Manutencéo/
armazenamento

Grau de absorgéo

Regeneracéo e

reutilizacdo

Velocidade

Ndmero de estagios

Normalmente baixo devido
a maioria dos biossorventes
serem resultantes de
residuos industriais e
agricolas
O pH da solucéo influencia
fortemente a capacidade de
absorcéo da biomassa,
porém o processo pode ser
feito sob ampla faixa de pH
Ha estudos que relatam
melhora na absor¢do com o
aumento da temperatura

Facil armazenamento e uso

Muito alta, visto que
algumas biomassas
absorvem quantidades de
substancias toxicas quase
tdo alto quanto o seu peso
seco
Alta possibilidade de
regeneracéo do
biossorvente, podendo ser
reutilizado
Rapida

Estagio Unico

Geralmente elevado devido a necessidade

de manutencao das células vivas

As células vivas sao fortemente afetadas

sob condicdes extremas de pH

A temperatura tem forte influéncia no

processo

E necesséria energia metabolica externa
para manutencdo da biomassa
As células sdo sensiveis a altas
concentracdes toxicas e a remocéao €

normalmente baixa

Devido a acumulagdo dos metais toxicos

ser intracelular, as chances sao limitadas

Lenta

Dois estagios (biossorcao+bioacumulacgao)

Fonte: Adaptado de Acioly (2014).

4.4 Macrofitas aquaticas

Macrofitas aquaticas sdo vegetais que habitam desde brejos até ambientes
verdadeiramente aquaticos, e variam desde microalgas até angiospermas (ESTEVES,

2011). Andrade et al. (2007) definem como plantas cujas partes fotossinteticamente
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ativas estdo durante o ano todo ou por alguns meses do ano, submersas em agua ou

flutuantes em sua superficie. Segundo Esteves (2011), as macrofitas distribuem-se nos

seguintes grupos ecolégicos quanto aos seus bidtipos:

e Macrdfitas aquaticas emersas: plantas enraizadas no sedimento e com folhas fora

da agua. Ex: Typha spp., Sagittaria spp.

e Macrdfitas aquaticas com folhas flutuantes: plantas enraizadas no sedimento com

folhas flutuando na superficie da agua. Ex: Nymphaea spp., Nymphoides spp.

e Macrdfitas aquaticas submersas enraizadas: plantas enraizadas no sedimento,

gue crescem totalmente submersas na agua. Ex: Myriophyllum spp., Egeria spp.

e Macrofitas aquéaticas submersas livres: plantas que permanecem flutuando

submersas na agua em locais de pouca turbuléncia. Ex: Utricularia spp.,

Ceratophyllum spp.

¢ Macrdfitas aquaticas flutuantes: plantas que flutuam na superficie da agua. Ex:

Pistia spp., Eichhornia spp.

A Figura 5 ilustra as classificacdes de macrofitas quanto ao seu biotipo.

Macrofitas
emersas

Macréfitas
submersas

livres
Macrofitas com

folhas flutuantes l

/\ Macrofitas
Ps) flutuantes

Macroéfitas
submersas
enraizadas

1S

Figura 5 - Grupos de macrofitas aquaticas.
Fonte: ESTEVES (2011).
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As macrofitas aquaticas possuem grande facilidade de adaptacdo e amplitude
ecologica, fato que possibilita que uma mesma espécie seja capaz de colonizar diferentes
tipos de ambientes. Além disso, grande parte delas é capaz de suportar longos periodos
de seca, transformando-se em formas terrestres com modificacbes anatdmicas,
fisiologicas e fenotipicas (ESTEVES, 2011). Estudos em todo o mundo mostram que a
utilizacdo de macrofitas aquaticas, submersas ou flutuantes, € uma estratégia eficiente
de descontaminacdo de sedimentos e residuos, com alta capacidade de melhoria da
qualidade da agua e remocdo de cargas pesadas de nutrientes e metais toxicos
(SRIVASTAVA et al., 2008; RIZZO et al., 2012).

Barreto (2011) salienta que para conhecer as espécies de macrofitas mais
indicadas para remediar determinado poluente ou grupo de poluentes, existem dois
métodos: o primeiro deles é testar a capacidade de vérias espécies de plantas em
remover um poluente. O segundo método é buscar conhecer as plantas que ocorrem
naturalmente em ambientes poluidos.

Demarco (2016) realizou estudo que identificou macroéfitas aquéticas existentes
arroio Santa Barbara, sdo elas: Sagittaria montevidensis, Lemna valdiviana, Pistia

stratiotes, Enydra anagallis, Hymenachne grumosa e Hydrocotyle ranunculoides.

4.4.1 Hydrocotyle ranunculoides

Hydrocotyle ranunculoides (Figuras 6a e 6b) é uma macroéfita aquatica flutuante,
pertencente a familia Araliaceae. De nome popular chapéu-flutuante, chapéu-de-sapo,
caiurucu-de-brejo, entre outros, € uma espécie nativa muito comum nas Américas do Sul
e Central, e que tem presenca natural e abundante no arroio Santa Barbara, area
selecionada para este estudo (HUSSNER e LOSCH, 2007; BASILICO et al., 2015;
DEMARCO et al., 2018).
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Figura 6 - Macrdfita Hydrocotyle ranunculoides: (a) no arroio Santa Bérbara no dia de coleta e (b) em
laboratério apés coleta.

Basilico et al. (2017) relatam que esta macrofita pode crescer enraizada nas
margens, mas também como planta flutuante, cobrindo os cursos d’agua. Em condicbes
favoraveis, apresenta significante crescimento e, as vezes, acaba causando problemas
para o uso humano de corpos d’agua (a navegacgao, por exemplo) por formarem grandes
tapetes flutuantes de vegetacdo (HUSSNER e LOSCH, 2007).

O Centre for Agriculture and Bioscience International, CABI, caracteriza esta
macréfita como uma planta aquética estolonifera, de caule rastejante com nés com
intervalos entre 40 e 150 mm cada um, com crescimento de raizes filiformes em cada no,
folhnas emergentes de caules vindos dos nos dos estolfes horizontais, a matéria foliar
estende-se até 40 cm acima da superficie da 4gua, e o entrelagado de raizes e caules
podem afundar até 50 cm na agua. As folhas ndo apresentam mais que 1 mm de
espessura, e o tamanho destas varia de 20 a 45 mm e 100 a 150 mm, dependendo da
disponibilidade de nitrato (CABI, 2017).

Esta espécie foi introduzida por meios comerciais para areas fora da sua
distribuicdo nativa, e desde entdo se naturalizou em diversos paises ao redor do mundo,
como Australia, Japao, Israel, Gra-Bretanha, Holanda, Franca, Portugal, Espanha, Italia,

Bélgica, entre outros. Logo, H. ranunculoides € considerada uma erva daninha aquatica,
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principalmente na Europa (HUSSNER e LOSCH, 2007; CABI, 2017). Como muitas ervas
daninhas aquaticas, possui uma série de caracteristicas: altas taxas de crescimento,
adaptacdo as condicbes de nutrientes prevalecentes, alta propagacdo vegetativa,
resisténcia ao controle quimico, entre outras. Como exemplo, grandes infestacbes em
canais do Reino Unido ja foram observadas, com cobertura de 100% por 25 km de
extensdo ou mais, 0 que acabou gerando impactos severos sobre a biodiversidade local
(CABI, 2017).

Desta forma e, com base no estudo de Demarco (2018), é possivel inferir que essa
planta apresenta uma capacidade natural de remediacéo do arroio Santa Béarbara.

Ainda assim, existem poucos estudos que avaliam a capacidade de H.
ranunculoides tratar aguas residuais ou para a remediacdo in situ de corpos d’agua
poluidos (BASILICO et al., 2017). Contudo, no estudo de Rizzo et al. (2012) que avalia a
capacidade de remediacdo de efluentes de confinamento de gado com alta carga
organica, a utilizacdo da espécie se mostrou adequada devido a sua tolerancia a uma
ampla gama de condicdbes ambientais, pela capacidade de produzir biomassa
rapidamente, bem como pelo potencial de remocdo de diversos contaminantes e
estabilizacdo de pH. Quispe et al. (2019), ao utilizarem H. ranunculoides no
funcionamento de uma estacao de tratamento de dguas residuais municipais no distrito
de Sicaya, no Peru, encontraram uma taxa de eficiéncia de 81,53% para remocao de
DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e de 79,2% para remocdao de coliformes fecais.

Custodio et al. (2020) em estudo onde aplicaram H. ranunculoides como biofiltros
em lagoas de estabilizacdo, indicaram que a espécie possui alta capacidade de
armazenar e remover metais como zinco, cobre e ferro. Além disso, a imobilizacdo destes
metais, juntamente com o cromo e o manganés, também foi encontrada na pesquisa de
Demarco et al. (2018), utilizando espécies de H. ranunculoides encontradas no arroio
Santa Béarbara.

Outras espécies do género Hydrocotyle ja foram testadas quanto a fitorremediacéo
de metais pesados em ambientes aquaticos, por meio de técnicas como rizofiltracédo e
fitoacumulacéo (LONE et al., 2008; YANG et al., 2017). Yang et al. (2017) sugerem ainda
que espécies deste género possuem capacidade de acumulagdo de metais e alta

producédo de biomassa, apresentando potencial para uso em fitorremediacéo.
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4.4.2 Rizosfera

O solo, como qualquer outro ecossistema, € um habitat importante para milhares
de organismos de diversas variedades, como fungos, algas, protozoarios e diferentes
tipos de bactérias (KAVAMURA e ESPOSITO, 2010).

A rizosfera foi definida por Lorenz Hiltner, ha mais de um século, como a regido ao
redor das raizes, entre 1 a 3 mm, onde héa interacao entre planta, solo e micro-organismos
(HILTNER, 1904; CARDOSO e NOGUEIRA, 2007). Essa zona é rica em nutrientes
devido ao acumulo de uma diversidade de compostos orgéanicos liberados pelas raizes
por meio de exsudacao, secrecao e rizodeposicao, sendo que estes compostos acabam
servindo de fonte de carbono e energia para micro-organismos (CHAUHAN et al., 2015).

Nesta pequena camada de solo é que se encontram as rizobactérias, comumente
referidas como rizobactérias promotoras do crescimento das plantas (ou PGPR, de Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria). Estas apresentam ampla diversidade e sdo um grupo
importante de inoculantes microbianos em razdo da sua capacidade de promocdo do
crescimento das plantas, melhoria da produtividade e, consequentemente, da qualidade
do solo (KAVAMURA e ESPOSITO, 2010; CHAUHAN et al., 2015). Chauhan et al. (2015)
ainda esclarecem que a promocdo do crescimento das plantas pelas PGPR, inclui
mecanismos diretos, onde ha a secrecdo de metabdlitos como o acido indolacético,
citocinas, giberelinas, etc., além de auxiliarem na absor¢cao de nutrientes essenciais como
nitrogénio, fosforo, ferro, zinco, entre outros. Ja na promocao de crescimento por
mecanismos indiretos, as PGPR diminuem ou previnem o efeito deletério de organismos
fitopatogénicos, através da producao de antibiéticos, siderdforos, acido cianidrico, etc.

A comunidade microbiana da rizosfera pode variar de acordo com fatores
ambientais, como tipo de solo, espécie de planta, estado nutricional, idade, estresse,
entre outros. Todavia, 0 niumero de micro-organismos nessa regiao pode ser algumas
vezes maior em comparagdo a massa do solo (CARDOSO e NOGUEIRA, 2007;
KAVAMURA e ESPOSITO, 2010). Em estudo que buscou determinar a diversidade
microbiana em solos articos rizosféricos e nao rizosféricos utilizando o indice de
diversidade de Shannon-Weaver, Tam et al. (2001) encontraram diversidades

significativamente maiores em amostras da rizosfera. Anderson et al. (1993) ainda
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esclarecem que, embora as taxas de micro-organismos nos solos rizosféricos variem
normalmente de 5 a 20 vezes mais que em solos néo rizosféricos, elas também podem
chegar a 100 vezes ou mais.

Desta forma, pesquisas sobre as PGPR ganharam importdncia nas ultimas
décadas devido a necessidade de praticas agricolas sustentaveis e ecologicamente
corretas, uma vez que o uso excessivo de fertilizantes quimicos e pesticidas apresentam
efeitos adversos ao meio ambiente (CHAUHAN et al., 2015). A rizorremediagao, embora
um pouco demorada, € um dos mais ecolégicos e economicamente viaveis meios de
remediacdo do solo, mas para que seja eficiente, é interessante que antes de aplicada,
seja feita uma andlise mais aprofundada das condi¢cées do solo e dos contaminantes,
bem como o entendimento de como a interag&o entre raiz e micro-organismos influenciam
o desenvolvimento das plantas (CARDOSO e NOGUEIRA, 2007; KAVAMURA e
ESPOSITO, 2010; PANDEY, 2020).

De acordo com Kavamura e Esposito (2010), é importante que, na
rizorremediacdo, haja a combinacdo de plantas e micro-organismos que aumentem a
eficiéncia da extracdo do contaminantes, jA& que € uma técnica benéfica para os dois
lados: uma vez que as plantas fornecem nutrientes para 0os micro-organismos, estes
crescem e se multiplicam, aumentando a capacidade de degradacéo pelas plantas ou a
fitotoxicidade do solo contaminado.

Algumas PGPR de géneros como Azospirillium, Azotobacter, Bacillus
Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium e Serratia ja sdo frequentemente utilizadas em
processos de rizorremediacdo. No entanto, existem PGPR focos de importantes
pesquisas, sobre as quais ja ha muitas informacdes consideraveis disponiveis, que ainda
nao atingiram escalas comerciais de producgéo, tais como Azoarcus, Exiguobacterium,
Methylobacterium, Paenibacillus, Pantoea, etc. (CHAUHAN et al., 2015).

Em relacdo as plantas aquaticas, Srivastava et al. (2008) relatam que elas
transportam aproximadamente 90% do seu oxigénio na rizosfera, o que acaba
estimulando a decomposicao aerobia da matéria organica e promovendo o crescimento
de bactérias nitrificantes.

Muitos estudos mostram que macroéfitas submersas e flutuantes tém alta

capacidade de remocéo de cargas pesadas de nutrientes e metais toxicos da agua, o que
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€ importante visto que a tolerancia a metais pesados é um pré-requisito essencial para
processos de fitorremediacdo (SRIVASTAVA et al.,, 2008; SARWAR et al.,, 2017).
Mangabeira et al. (2006) relatam que a concentracdo de metais em plantas aquaticas
pode ser mais de 100.000 vezes maior do que no ambiente aquatico em que se encontra.

Assim, diversas plantas aquaticas podem ser classificadas como
hiperacumuladoras, ou seja, sdo capazes de tolerar, absorver e translocar altos niveis de
metais pesados téxicos (ZEITOUNI et al., 2007). Essa caracteristica é dada a plantas que
acumulam mais de 100 mg.kg de cadmio, 1.000 mg.kg de cobre, cobalto, cromo, niquel
ou chumbo, ou mais de 10.000 mg.kg! de manganés ou zinco (RASKIN et al., 1994).
Tavares et al. (2013) ainda complementam que uma boa planta hiperacumuladora deve
apresentar, primeiramente, tolerdncia ao contaminante, apresentar alta taxa de
acumulacdo deste, mesmo em baixas concentragfes, capacidade simultdnea de
acumular diversos contaminantes, boa producdo de biomassa e taxa de crescimento e
resisténcia a pragas e doencas. Barreto (2011) identificou em seu estudo, alguns géneros
de macrofitas aquaticas capazes de hiperacumular altas concentragdes de um ou mais
metais tragco em seus caules, folhas ou raizes, como Ludwigia sp., Sagittaria sp.,
Commelina sp., Eichhornia sp., Typha sp., entre outras.

Em estudo realizado por Wong-Argueles et al. (2020), os autores trazem uma
relacdo da extracdo de metais traco e metais potencialmente toxicos de um local poluido

(Rio Lerma, no México) pela macrdfita H. ranunculoides (Tabela 5).
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Tabela 5 — Extracdo de metais pela macréfita Hydrocotyle ranunculoides no Rio Lerma, México.

Acumulo de metais (mg.kg1)

Metal
Parte aérea Parte submersa
Cr 1.18 mg.kg? 12.8 mg.kg?
Mn 541 mg.kg! 1752 mg.kg?
Fe 816 mg.kg! 8929 mg.kg*!
Cu 7.36 mg.kg? 21.53 mg.kg*
Zn 103 mg.kg? 126 mg.kg?
Pb 1.1 mg.kg? 5.27 mg.kg?!

Fonte: Adaptado de Wong-Argueles et al. (2020).

De acordo com a Tabela 5, observa-se que Wong-Argueles et al. (2020)
encontraram um maior acumulo de metais na parte submersa da H. ranunculoides,
incluindo as raizes.

Barreto (2011), que avaliou a capacidade de bioacumulagdo de metais traco por
diversas macrdéfitas expostas a ambientes urbanos poluidos, encontrou maior
acumulacéo destes elementos em amostras de raizes. Demarco (2016) em estudo que
identificou seis espécies de macrdfitas aquaticas do arroio Santa Béarbara, também
concluiu que todas apresentaram maior concentragcdo de zinco, chumbo, cromo,

manganés e niquel em suas raizes.
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5 Material e métodos

5.1 Caracterizacao da area de estudo

A area de pesquisa deste estudo € o arroio Santa Barbara, localizado no municipio
de Pelotas, regido sul do Rio Grande do Sul. Este € o principal responséavel pelo
escoamento hidrico da cidade e aflui para o canal S&o Gongalo e deste, até a Lagoa dos
Patos (SIMON et al., 2007). Além disso, a bacia do arroio Santa Barbara forma a
barragem Santa Barbara, sendo responsavel pelo abastecimento hidrico de grande parte
da populacdo, chegando a fornecer em média 40 milhdes de litros d’agua ao dia
(SAMPAIO e WINCKLER, 2017).

Este importante curso d’agua fica préximo as principais vias de acesso a cidade,
e seu estado de poluicdo é claramente notado devido ao seu odor, formacédo de espumas
e grande quantidade de plantas aquaticas, o que pode indicar condi¢do de eutrofizacdo
(DEMARCO et al., 2020). O exato ponto do arroio onde foi realizada a coleta da macrdfita
H. ranunculoides esta em posicdo geografica de 31°45'18" de latitude sul e 52°21'26
52°21'26" de longitude oeste, ficando as margens da Avenida Presidente Jodo Goulart
(Figura 7).
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Figura 7 - Localizag&o do ponto de coleta no arroio Santa Barbara, no municipio de Pelotas.
Fonte: DEMARCO (2016).

Korb e Suertegaray (2014) apontam que, embora algumas das principais
nascentes do arroio Santa Barbara encontrem-se em terrenos cristalinos, o seu curso
principal drena locais agricolas, especialmente com lavouras de arroz, areas urbanas e
também rodoviarias, evidenciando que o arroio passa por zonas com risco de
contaminacgao. Os autores relatam ainda que alguns outros fatores como a precariedade
do planejamento da ocupacdo do solo, a inexisténcia de um sistema de esgotamento
sanitario, e a multiplicidade de atividades urbanas e rurais na area, também contribuem
para a poluicéo do arroio. Demarco et al. (2019) mencionam que a ocupacéo habitacional
desordenada no entorno do curso d’agua, a liberagédo de esgotos domeésticos e industriais
ndo tratados e a disposicao inadequada de residuos sélidos urbanos séo as principais
atividades que afetam esta regido. Um outro estudo realizado pelo referido autor e
colaboradores (DEMARCO et al., 2018), visando conhecer os niveis de nutrientes e
metais téxicos no arroio, constatou que diversos elementos ultrapassam 0s niveis

recomendados pelas legislagdes que visam garantir a protecédo do sistema aquatico e da
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saude humana. Quanto ao cromo, a concentracédo encontrada pelo autor foi de 4,61 mg.L"
1, indicando uma concentragdo muito acima do que a permitida pela legislacédo brasileira
(0,05 mg.Lt) (CONAMA, 2005).

5.2 Isolamento microbiano

ApGs a coleta, espécimes de H. ranunculoides foram levadas em frascos estéreis
ao laboratorio de Andlises Quimicas e Ambientais, do Centro de Engenharias da
Universidade Federal de Pelotas.

Para o isolamento dos micro-organismos, optou-se por utilizar a regido da rizosfera
das plantas, devido ao exposto no item 4.4.2. Assim, raizes inteiras com medidas entre
3 e 5 cm foram separadas com lamina estéril e pesadas em balanca analitica de precisao,
lavadas com agua destilada para a remocao de residuos indesejados e, misturadas em
solucéo salina (NaCl a 0,85%) estéril na proporcao de 100 mL de solucédo para 1 g de
raiz, agitadas em agitador magnético por 30 minutos. Esse procedimento promove a
desagregacao de residuos e particulas das raizes misturando-os com a solucao,
obtendo-se assim, a solucdo inicial (10°).

Em seguida, para o processo de diluicdo, coletou-se uma fracdo de 100 uL da
solucdo 10° para a realizacdo de diluicbes seriadas de 10! a 10°, transferindo
sucessivamente 100 pL da suspenséo de cada diluicdo para 900 pL de solucédo salina
NaCl 0,85% em tubos eppendorf, antecedendo entre uma diluicdo e outra uma vigorosa
agitacdo em agitador vortex. De cada diluicdo (incluindo a 10°) aliquotas de 100 pL foram
inoculadas em placas de Petri com meio de cultura contendo agar nutriente e o cromo
(50 mg.L?), em triplicata.

Ressalta-se que apos o preparo dos meios de cultura, estes foram ajustados ao
pH 7,0 e somente apds autoclavados (121°C durante 15 minutos). Em seguida, as placas
devidamente inoculadas, foram incubadas em estufa a temperatura de 30°C por 24 horas

ou até que o aparecimento das colbnias fosse detectado.
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5.3 Purificacdo das colbnias distintas

Apoés o tempo de incubacdo, com o auxilio de uma lupa 100x, observou-se as
colonias morfologicamente distintas (cor, brilho, forma da borda, consisténcia, etc.) para
coleta e purificacdo por meio da técnica de esgotamento por estria em placas de Petri
contendo agar nutriente adicionado de cromo (50 mg.L) em pH 7,0, com incubacgéo em
estufa a temperatura de 30°C por 24 horas ou até que o aparecimento das colbnias puras
fosse detectado. Assim, os isolados selecionados foram denominados como: HR1, HR2,
HR3, HR4, HR5, HR6, HR7 e HRS.

Para a preservacdo das estirpes, os micro-organismos foram mantidos sob
refrigeracdo (4°C) e repicados quinzenalmente, além de serem mantidos conservados

em glicerol, congelados a -20°C.

5.4 Contagem de células

Para a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) dos isolados
selecionados, uma alcada de cada estirpe foi inoculada em meio liquido contendo 10 mi
de caldo nutriente suplementado com 50 mg.L* de Cr (Ill) e incubada por 24 horas a
30°C. Apds o tempo necessario de incubacao, foi realizada em duplicata uma diluicdo
seriada de 10° a 10 de 100 pL dos indculos em solugédo salina. Em seguida, a partir de
cada diluicdo foram depositados 20 pL com pipeta estéril em placas de Petri contendo
meio sélido com agar nutriente suplementado com 50 mg.L* de Cr (lll), previamente
identificadas com as respectivas diluicdes. Estas foram incubadas por 24 horas a 30°C,
para somente entdo ser realizada a contagem das col6nias crescidas. Para obter a
relacdo com o crescimento de biomassa de cada amostra de isolado, a densidade Optica
foi mensurada em espectrofotdmetro sob o comprimento de onda de 600 nm (Tabela 2).
A contagem das UFC possibilita conhecer a concentragdo de bactérias por ml dos

inéculos preparados.
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5.5 Crescimento bacteriano e absorgcdo de cromo

Para a selecdo dos isolados com maior potencial de crescimento no cromo,
adicionou-se 10 ml de caldo nutriente suplementado com cromo (50 mg.L) em tubos de
ensaios. Apdés inoculados, 0os micro-organismos foram incubados em triplicata a 30°C por
24 horas.

O crescimento da biomassa microbiana foi verificado em equipamento de
espectrofotometria UV-VIS (NI 1600UV) por meio da avaliacdo da densidade 6ptica (DO)
sob comprimento de onda a 600 nm. ApGs a leitura, aliquotas de 2 ml das amostras
contendo os micro-organismos foram transferidas para microtubos eppendorf e agitadas
em centrifuga a 5.000 rpm por 15 minutos, a fim de separar o sobrenadante da biomassa.

Para a leitura de absorcdo atbmica que identifica a concentracdo total/final de
Cromo no meio, preparou-se amostras com o sobrenadante diluidas a 10% e ajustou-se
o pH para 3 com adicdo de acido cloridrico (HCI) para a leitura em Espectroscopia de
Absorcéo Atdmica (AA) por Chama. A chama foi produzida a partir de ar e acetileno com
vazbes de 3,3 e 10 L/min, respectivamente. A resolucdo espectral foi de 0,2 nm. As
determinacdes de cromo foram realizadas usando lampada de catodo oco, sendo o
comprimento de onda de 357,9 nm e a corrente elétrica aplicada de 2,7 mA. Esta anélise
foi realizada no Laboratorio de Metrologia Quimica, da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL).

5.6 Selecao do isolado

A selecédo do isolado a ser trabalhado no estudo ocorreu apés a conclusdo das
leituras de crescimento de biomassa e quantidade de cromo removida pelos 0ito micro-
organismos selecionados. Para isto, realizou-se a média dos resultados das leituras das
triplicatas de cada isolado, e considerando o desvio padréo, foi possivel identificar os
isolados com maior capacidade de crescimento em meio com cromo e de biorremocéo.

Assim, o isolado identificado como HR7 foi o selecionado para o estudo.
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5.7 Identificacdo das condicdes ideais de crescimento e biorremocdo de cromo

pelo isolado HR7

Por meio de testes preliminares e embasamento em algumas metodologias de
estudos semelhantes (TIRRY et al., 2018; WANI et al., 2018), foram definidas como
condi¢cBes oOtimas de crescimento do isolado HR7: pH 7, temperatura de incubacéo de
30°C, tempo de 24 horas e concentracdo de cromo de 50 mg.L. Apés a realizacdo dos
testes descritos a seguir, foi mensurada a DO das amostras em equipamento de
espectrofotometria sob comprimento de onda a 600 nm para identificacdo da biomassa
crescida e depois em equipamento de espectroscopia de absor¢cdo atdomica para

determinacao da concentracao final de cromo.

5.7.1 Efeito do pH

O isolado HR7 foi inoculado em tubos de ensaio contendo caldo nutriente
suplementado com cromo (50 mg.L?), ajustados nos s pHs 4, 5, 6, 7, e 8. Estes foram
incubados a 30°C por 24 horas. Para o ajuste, foram utilizadas solu¢cdes de NaOH 1M e
HClI 1M. O experimento foi realizado em quadruplicata em dois experimentos
independentes.

5.7.2 Efeito das concentracdes de cromo

Para verificar a capacidade de crescimento e remoc¢ao do isolado HR7 em
diferentes concentragdes de Cr (1), este foi inoculado em tubos de ensaio contendo caldo
nutriente suplementado com as seguintes concentracdes de cromo: 0, 25,50 e 75 mg.L"
1 sendo ajustado o meio liquido no pH 7 e, apds, incubados a 30°C por 24 horas. O

experimento foi realizado em triplicata em dois experimentos independentes.
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5.7.3 Efeito da temperatura

O isolado HR7 foi inoculado em tubos de ensaio contendo caldo nutriente
suplementado com cromo (50 mg.L?), sendo ajustado o meio no pH 7 e incubados por
24 horas nas seguintes temperaturas: 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C e 40°C. O

experimento foi realizado em quadruplicata em dois experimentos independentes.

5.7.4 Curva de crescimento

O isolado HR7 foi inoculado em tubos de ensaio nas condi¢des padréo do estudo
(pH 7, temperatura de incubacédo de 30°C e concentracéo de cromo de 50 mg.L™?), sendo
a leitura do crescimento da biomassa microbiana realizada nos tempos de 6, 12, 18, 24,
36 e 48 horas de incubacdo. O experimento foi realizado em quadruplicata em dois

experimentos independentes.

5.8 Identificacdo molecular do isolado

A identificacdo molecular do isolado estudado (HR7) foi feita pelo Laboratério de
Diagnostico Molecular do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul
(UCS), de acordo com os protocolos descritos a seguir, padronizados pelo proprio

laboratério.

5.8.1 Extracdo do DNA

Os micro-organismos foram crescidos overnight em meio Luria Bertani (LB)
(HiMedia) em agitacdo a 140 rpm a 37°C. A extragdo do DNA foi realizada com HiMedia
HIPura™ Bacterial genomic DNA Purification Kit (HiMedia Laboratories), seguindo o

protocolo do fabricante.
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5.8.2 Amplificacdo do DNA

A amplificacdo dos genes 16S rRNA foi realizada por reagcdo 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
pL de cada oligonucletideo, 10 pL do Master Mix, 7 puL de agua Milli-Q e 1 pL do DNA
extraido, totalizando 20 puL. Todas as amplificagBes foram acompanhadas por controle
negativo, isto €, sem DNA.

A reacdo foi realizada em termociclador (Applied Biosystems), seguindo o seguinte
protocolo: desnaturagéo inicial a 94°C durante 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por 1 minuto, extensdo por 1 minuto e
extensdo final, a 72°C por 10 minuto. Os amplificados foram analisados em gel de
agarose (1,5%) e eletroforese (80 volts). A visualizac&o dos fragmentos foi realizada em
transiluminador com luz ultravioleta (UV) (Vilber Loumart) apds coloracdo com GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).

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

ApoOs a purificacdo, 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 uL do kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) de acordo com instru¢gdes do fabricante.

Os dados do sequenciamento foram coletados e os arquivos FASTA obtidos foram
alinhados e a identificacdo dos micro-organismos isolados deu-se pela comparacao das
sequéncias de DNA com as sequéncias depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI, http://ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BLAST
(BLASTN) (Edgar, 2010).
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5.9 Determinacéao de Cr (VI) pelo método colorimétrico da difenilcarbazida

Para avaliar a capacidade de biorremocao do Cr (VI) do isolado HR7, realizou-se
0 método colorimétrico da difenilcarbazida, adaptado da metodologia prescrita pela NBR
13738, para determinacao de Cr (VI) em amostras de agua.

Para dar inicio ao experimento, preparou-se 0s reagentes e solucdes a serem
usados: solucdo estoque de Cr (VI) a 500 mg.L; solugdo de acido sulfarico 0,2 N e a
solucéo de difenilcarbazida.

Assim, o isolado foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura agar
nutriente suplementado com Cr (VI) a 50 mg.Lt e pH 7,0. Apds incubacéo de 24 horas a
temperatura de 30°C, uma algada do cultivo foi inoculada em tubos de ensaio com meio
de cultura liquido com 10 mL de caldo nutriente suplementado com Cr (VI) a 50 mg.Lt e
pH 7,0 para nova incubacao nas condicGes padrdes utilizadas no experimento.

A partir do indculo inicial, foram retiradas aliquotas de 100 pL, depositadas em
novos indculos preparados em quadruplicata contendo meio liquido com caldo nutriente
suplementado com Cr (VI), nas seguintes concentracdes: 10 mg.Lt, 25 mg.L* e 50 mg.L
1. Assim, passado o tempo de incubacdo padrdo utilizado no estudo, foi possivel
mensurar o crescimento de biomassa dos indculos, medida pela DO 600 nm em

equipamento de espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-VIS).

5.9.1 Desenvolvimento da cor

Para o desenvolvimento da cor e consequente determinacdo de Cr (VI) total, as
amostras foram diluidas a 10%, com a adicdo da solucéo de 1,5-difenilcarbazida e ajuste
do pH a 1,0 + 0,3, com solucdo de acido sulfurico 0,2 N. As amostras foram misturadas
e aguardou-se cerca de 5 a 10 minutos para o completo desenvolvimento da cor. Por fim,
transferiu-se 2 mL da amostra para a cubeta e mediu-se a absorbancia sob o
comprimento de onda de 540 nm espectrofotometro UV-VIS.

A determinacgdo de Cr (VI) foi realizada por meio do céalculo da equagéo da reta

obtida pela curva padréao.



55
5.10 Analise estatistica dos dados
Todos os dados foram analisados utilizando a andlise de varidncia One-Way

(ANOVA) com auxilio do programa Statistica 7 e o teste de comparacédo de médias (teste

Tukey), tomando como base os niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05).
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6 Resultados e discussao

6.1 Isolamento e selecdo dos micro-organismos resistentes ao cromo

Ao crescerem em meios de cultura, micro-organismos apresentam caracteristicas
que sdo expressodes fenotipicas de seu material genético, permitindo dessa forma, uma

caracterizacao inicial das colonias (ANDRADE, 2008).

Assim, para a realizagdo do presente estudo, micro-organismos habitantes na
rizosfera da macrdfita H. ranunculoides foram inoculados em meio de cultura com Cr (ll1)
a 50 mg.L! e, posteriormente, selecionados e purificados de acordo com algumas
caracteristicas morfolégicas como coloracdo, forma, consisténcia seca ou gomosa,
aspecto brilhante ou opaco, etc. Ainda que, de acordo com Hungria e Silva (2011),
caracteristicas fenotipicas de um determinado micro-organismo possam sofrer alteracées
com o meio ambiente e diferirem em cada meio de cultivo, Andrade (2008) explica que
mesmo que subjetiva, a caracterizacdo morfolégica das colbnias de bactérias é
importante como uma primeira avaliagdo da diversidade de populacfes microbianas

existentes na amostra estudada.

Dentre a variedade morfolégica dos isolados, foram selecionadas oito colénias por
suas caracteristicas distintas (Tabela 6). As mesmas foram nomeadas como HR1, HR2,
HR3, HR4, HR5, HR6, HR7 e HRS.

Tabela 6 — Caracteristicas morfoldgicas observadas dos isolados selecionados.

Isolado Coloracéo Forma Aspecto Consisténcia
HR1 branca circular brilhante viscosa
HR2 branca/incolor irregular brilhante viscosa
HR3 branca circular opaca seca
HR4 amarela alaranjada circular opaca seca
HR5 laranja circular brilhante viscosa
HR6 branca/incolor puntiforme brilhante viscosa
HR7 amarela alaranjada circular opaca viscosa

HR8 branca circular opaca viscosa
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Elsas et al. (1997) sugerem que, quando ha um predominio de bactérias de
coloracédo clara, como € o caso deste estudo, estas desenvolvem pouca pigmentacao
pelo fato de o ambiente receber pouca luz, indicando também uma possivel situacdo de
eutrofizacdo do meio aquatico.

Ainda assim, foi possivel observar nesta etapa inicial que ha uma diversidade
morfoldgica, ou seja, uma provavel variedade de micro-organismos existentes na regido
da rizosfera da planta H. ranunculoides que demonstram resisténcia ao cromo, Vvisto a

viabilidade dos isolados no meio de cultura.

6.2 Contagem de células

Apos o periodo de crescimento em meio de cultivo nutritivo, 0S micro-organismos
crescem em coldnias, formadas a partir de uma Unica célula ou um agregado de células,
que podem ser visualizadas sem o auxilio de um microscépio (ALVES, 2006). Assim, uma
das formas de avaliacdo do crescimento bacteriano € a contagem das UFC, que ocorre
a partir da contagem do numero de células viaveis presentes em suspensao, ou seja, as
coldnias (NAVROSKI et al., 2015).

A contagem das UFC dos oito isolados estudados foi feita a partir do método de
espalhamento em placa para inferir sobre a concentracdo de micro-organismos por mi
dos inéculos preparados. A biomassa dos in6culos também foi medida em DO a 600nm,
conforme ilustra a Tabela 7.

Tabela 7 — Densidade 6ptica dos in6culos e unidades formadoras de colbnias dos isolados da macrofita
Hydrocotyle ranunculoides.

Isolado Densidade Optica (DOsoonm) log UFC/ml
HR1 0,279 -
HR2 0,118 -
HR3 0,226 4,71
HR4 0,070 3,77
HR5 0,082 4,30
HR6 0,082 -
HR7 0,089 4,40

HR8 0,344 7,46
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*Nao foi possivel realizar a contagem de célula pois 0 nimero de colbnias existentes estava acima de 250,
gue é o limite recomendado pela literatura.

Para a contagem, muitos microbiologistas preferem placas com células entre 30 e
300 colbnias, porém a Food and Drug Administration recomenda que a contagem de
placas seja realizada entre 25 a 250 col6nias (TORTORA et al., 2012).

6.3 Comparacao de crescimento e biorremocéao de Cr (lll) pelos isolados resistentes

Os oito isolados tiveram suas capacidades de crescimento em meio contaminado
com Cr (Ill) e biorremocéo de Cr (lll) avaliadas para que a estirpe com melhor viabilidade
fosse selecionada para os estudos sequentes. Assim, de acordo com o item 5.5, os
isolados foram inoculados em caldo nutriente suplementado com cromo 50 mg.L* nas
condicbes padrdes utilizadas no estudo. A avaliagdo de crescimento da biomassa

microbiana foi realizada por DO em espectrofotdbmetro a 600 nm (Figura 8).
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Figura 8 - Absorbancia (DOesoonm) € biorremocao de Cr (lll) pelos isolados da macréfita Hydrocotyle
ranunculoides.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente no nivel de confianca de 95% (Teste
de Tukey).
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A capacidade de um micro-organismo tolerar a presenca de um metal pode ser
explicada como uma habilidade de sobrevivéncia a toxicidade do composto utilizando
mecanismos de defesa, como a sorgdo, a precipitacdo, o acumulo, a transformacéo
enzimatica, a producdo de metalotioneina, entre outros. Esses mecanismos s&o
transmitidos frequentemente pelos plasmideos, facilitando a dispersdo de célula para
célula (VALLS e LORENZO, 2002; CONCEICAO et al., 2007; MOHAMMADIAN et al.,
2017).

Apesar de todos os isolados apresentarem desenvolvimento no meio acrescido de
Cr (lI), destacaram-se o HR1, HR7 e HR8. A variacdo de crescimento entre as estirpes
pode ter sido ocasionada devido as condi¢des de cultivo utilizadas no estudo, a fase
exponencial de cada micro-organismo, entre outros fatores. Tortora et al. (2012) explicam
gue a velocidade de crescimento exponencial dos micro-organismos € variavel, onde
cada espécie apresenta um tempo de geracdo. Desta forma, no momento da leitura de
crescimento de biomassa realizada apdés o tempo de incubacdo de 24 horas, alguns
isolados podem ter chegado a sua fase estacionaria, ou mesmo, terem atingido sua fase

de declinio.

Ainda na Figura 6, quando analisada a biorremocéo de Cr (lll), a maioria dos
isolados estudados obtiveram resultados significativos, com exce¢ao do HR5 e do HR6,
0S quais ndo apresentaram capacidade de remocdo do metal. Os isolados com maior
porcentagem de biorremoc¢édo foram HR2 (10,04%), HR4 (16,35%) e HR7 (14,93%).
Joutey et al. (2013) esclarecem que a eficiéncia da biodegradacédo depende de muitos
fatores, como a natureza quimica e a concentracdo do poluente, sua disponibilidade para
0S micro-organismos e as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente. Assim, os fatores
qgue influenciam na taxa de degradacdo de poluentes pelos micro-organismos, estédo
relacionados as necessidades nutricionais destes, ou associados ao meio ambiente. Os
autores também citam o pH, a umidade e a temperatura como condi¢cbes que podem
influenciar diretamente na biodegradagéo de um poluente.

Com base nos resultados dos dois testes, o isolado HR4 evidenciou ser, dentre
todos os isolados, 0o micro-organismo com maior potencial de biorremocéo de Cr ().
Contudo, pela andlise de crescimento da biomassa, este isolado ndo apresentou

resultado significativo. Desta forma, devido a elevada viabilidade em meio suplementado
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com Cr (lll), somada a biorremocao do metal, o isolado HR7 foi o selecionado para as
demais analises propostas no presente estudo (concentracdo, pH, temperatura, tempo,

identificacdo molecular e reducéo de Cr (VI)).

6.4 Testes das condi¢cdes ambientais ideais

6.4.1 Efeito de diferentes concentracdes de Cr (ll)

A biorremoc¢ao do cromo mostrou-se proporcional em todas as concentracdes. O
isolado HR7 apresentou maior remogao na concentragcdo de 75 mg.L™* (Tabela 8), um
equivalente a 64,05% do cromo total do meio. Contudo, nas concentracdes de 25 e 50
mg.L? de Cr (lll), a remocéo foi de 59,04% e 68,32% respectivamente, possivelmente
indicando que quanto maior a concentracdo do metal, maior a capacidade de remocao
pelo isolado. Dua et al. (2002) apontam que niveis baixos do contaminante podem ser
insuficientes para estimular a atividade dos micro-organismos, diminuindo assim, o

processo de biodegradacéo.

Da mesma forma, foi observado aumento significativo no crescimento da biomassa

quando comparadas as concentragdes de 25 e 75 mg.L1de Cr (lll).

Tabela 8 — Absorbancia (DOsoonm) € biorremocéo pelo isolado HR7 em diferentes concentracdes de Cr (ll1).

Cr (Ill) (mg.L-Y) Absorbancia (DOsoonm) Biorremocao (mg.L?)
0 0,305 0,000
25 0,272 14,760
50 0,408 34,163
75 0,479 48,040

E importante ressaltar que buscou-se realizar testes em concentracdes de 100 e
150 mg.L* de cromo, contudo, em altas concentracdes o metal apresentou precipitacéo,
0 que poderia influenciar na confiabilidade dos resultados. Andrade (2008) reitera em sua

revisdo que bactérias podem apresentar baixa eficiéncia na degradacdo quando o0s
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compostos forem insolUveis em agua, fazendo com que seu sistema enziméatico seja

induzido somente na presenca do contaminante.

6.4.2 Efeito do pH

Apesar de estarem presentes em ambientes com o pH extremo, a maioria dos
seres procariontes vive em um pH proximo da neutralidade, numa faixa de 5 a 8, sendo
que para o crescimento de cada espécie pode ser definido um pH minimo, um pH 6timo
e um pH maximo, que nao favorece o desenvolvimento (BERTRAND et al., 2011).

O isolado HR7 foi testado em meios de cultura com diferentes faixas de pH com o
objetivo de identificar a faixa de pH ideal para o desenvolvimento e a biorremocé&o de Cr
(111), conforme demonstrado na Figura 9.

0,30 - - 22
- 20
0,25 4
- 18
E - 18
E 020 =
= L1 5
@
o 015 - £
=T L1z 5
m i
2 010 - =
¢m o
= -8 =
= =
2 005+ | 5 @
L4
0,00 4
-2
_I:Iul:IE' T T T T T I:I
4 5 G 7 a
pH
—a&— Crescimento
—&— Biomemocdo

Figura 9 - Absorbancia (DOeoonm) € biorremocéo de Cr (lll) pelo isolado HR7 em diferentes faixas de pH.

A Figura 9 mostra que o isolado estudado apresentou viabilidade somente a partir
do pH 6, destacando-se os pHs 7 e 8, no qual o isolado apresentou maior crescimento

de biomassa e maior biorremoc¢éo (remog¢éo de 35,2% em pH 7 e 37,8% em pH 8),
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indicando um melhor desenvolvimento e desempenho do isolado em ambientes com pHs
neutros ou basicos. Costa et al. (2017) identificaram em seu estudo utilizando fibra de
COCO e quitosana como adsorventes, que a maior capacidade de remocao de ions de Cr
(1) ocorreu a partir do pH 6,5. Ainda, visando avaliar a reducao de Cr (VI) por bactérias
isoladas de um solo contaminado, Conceicéo et al. (2007) observaram capacidade de
reducdo de 100% do contaminante em pHs na faixa de 5 a 9. Ambos os resultados dos

estudos exemplificados corroboram com a presente pesquisa.

6.4.3 Efeito do tempo de contato com o metal Cr (Ill)

Conforme ilustrado na Figura 10 observa-se que o isolado apresentou crescimento
similar em todos os tempos analisados, com maior porcentagem de biorremoc¢ao nos
tempos de 12 horas (55,08%) e 24 horas (63,08%). Ainda, foi demonstrado que o isolado
atingiu a fase estacionaria no tempo de 12 horas, mantendo-se estavel até 48 horas.
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Figura 10 - Absorbancia (DOeoonm) € biorremocéo de Cr (Ill) pelo isolado HR7 em diferentes tempos de
incubacéo.
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6.4.4 Efeito da temperatura

A temperatura € um dos principais fatores de influéncia para o crescimento e
sobrevivéncia microbiano, uma vez que com o aumento da temperatura do ambiente, ha
também o aumento das reacdes quimicas e enzimaticas dos micro-organismos
(BERTRAND et al., 2011).

Conforme demonstrado na Figura 11, foi observada maior viabilidade celular nas
temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C. Contudo, a capacidade de biorremocéo pelo isolado
foi significativamente maior nas temperaturas de 25°C, 35°C e 40°C, com porcentagem
de remocéo de 43,92%, 49,90% e 49,02%, respectivamente.
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Figura 11 - Absorbancia (DOsoonm) € biorremocéo de Cr (ll) pelo isolado HR7 em diferentes temperaturas.

Os resultados evidenciam a possibilidade da aplicacdo do isolado HR7 em uma
ampla faixa de temperaturas.
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6.5 Identificacdo molecular do isolado HR7

A identificacdo molecular do isolado HR7 foi realizada pelo Laboratorio de
Diagnostico Molecular do Instituto de Biotecnologia da UCS. De acordo com os
resultados obtidos, 0 micro-organismo apresentou 99,87% de similaridade com a espécie
Exiguobacterium acetylicum.

O género Exiguobacterium foi descrito pela primeira vez em 1983 por Collins et al.
(1983), com a caracterizacio da espécie E. aurantiacum. E um grupo altamente diverso,
cujos membros sdo encontrados em varios habitats, incluindo ambientes extremos, com
variacdo de temperatura de -12 a 55°C, em situagdo de limitagdo de nutrientes
(VISHNIVETSKAYA et al., 2009; KASANA e PANDEY, 2017). Pandey (2020) ressalta a
diversidade geografica na qual o género ja foi encontrado, como regides tropicais a
polares, fontes termais, depodsitos sedimentares, amostras glaciais, pergelissolo
siberiano, oceanos, lagos de agua doce, entre outros.

Selvakumar et al. (2009) descrevem as bactérias da espécie E. acetylicum como
gram-positivas, com colbnias circulares amarelas e tornando-se laranja com o
envelhecimento, corroborando com a avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas obtidas
neste estudo, apresentada na Tabela 2. Além disso, sdo oxidase positivas e
facultativamente anaerdbias, com morfologia celular diversa, podendo se apresentar em
forma ovoides, bastonetes, bastonetes duplos ou cadeia de células, o que dependera da
espécie, cepa e condicbes ambientais (KEYNAN et al., 2007; VISHNIVETSKAYA et al.,
2007).

Alguns estudos para aplicagcdo destes micro-organismos vém sendo realizados.
Devido a habilidade de crescimento em uma ampla faixa de temperatura, associada a
capacidade de crescer facilmente em laboratério, este género é um forte candidato para
estudos de desenvolvimento de produtos relevantes para a agricultura, industria e meio
ambiente (VISHNIVETSKAYA et al., 2007; KASANA e PANDEY, 2017). Kasana e
Pandey (2017) salientam que a capacidade que diferentes espécies desse grupo tém de
competir e sobreviver em ambientes hostis, as torna atraentes para a biorremediagéo e
biodegradacéo. Estudos sustentam o fato de que cepas do género Exiguobacterium séo

capazes de degradar compostos xenobidticos, apresentando mecanismos de resisténcia
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a metais como o cadmio, o cobre, o cromo, 0 mercurio, o arsénio, entre outros (PANDEY,
2020).

Estudo realizado por Okeke (2008), Exiguobacterium sp. GS1 apresentou rapida
biorremocédo de Cr (VI) de meio aquoso sob ampla faixa de temperaturas, pH e
concentracfes de sal. Oh et al. (2018) investigaram a estabilidade e tolerancia da espécie
E. acetylicum CR1 ao césio, bem como a capacidade de biossor¢cdo do metal. A pesquisa
encontrou resisténcia do micro-organismo a multiplas tensbées de césio, reduzindo a
contaminacdo da amostra de agua pelo metal. Além disso, a taxa de remocao de césio
por E. acetylicum CRL1 foi acelerada quando a bactéria recebia tratamento com radiacao
gama, indicando um excelente potencial de resisténcia da espécie. Sorokulova et al.
(2009) isolaram cepas de E. acetylicum com potencial de biodegradacdo utilizando
residuos de cascas como Unica fonte de carbono e nitrogénio, sem quaisquer outros
suplementos.

Algumas das espécies de Exiguobacterium também possuem capacidade de
promocao do crescimento de plantas, melhorando a absorg&o de nutrientes, produzindo
sideré6foros e aumentando o sistema antioxidante (PANDEY, 2020). Cepas de
Exiguobacterium solubilizantes de fosfato e antagbnicas isoladas de Western Ghats, na
india, aumentaram o crescimento e a biomassa do feijio-caupi em condicdes de estufa
(DASTAGER et al., 2010). Foi relatado por Azizollahi Aliabadi et al. (2014), o uso da
espécie E. acetylicum como inibidora do crescimento e desenvolvimento de varios fungos
fitopatogénicos e patdégenos bacterianos de importancia clinica. E. acetylicum também
melhorou os parametros de germinacao e de crescimento inicial de ervilhas na presenca
de fungos como Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii em condi¢cdes de cultivo em vaso
(SELVAKUMAR et al., 2009). Além disso, foi relatado que essa espécie bacteriana
aumenta o crescimento e a absorcdo de nutrientes por mudas de trigo em estufa
(SELVAKUMAR et al., 2010).
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6.6 Biorremocdao de Cr (VI)

Apbs a andlise das condic¢des 6timas de crescimento do isolado E. acetylicum em
Cr (Ill), realizou-se analise de viabilidade e da capacidade de remog¢do em meios
contendo trés concentracdes de Cr (VI): 10, 25 e 50 mg.L™.

Por meio dos resultados obtidos verificou-se uma excelente capacidade de
crescimento em um periodo de 24 horas, ndo diferindo significativamente entre as trés

concentracdes, conforme ilustra a Figura 12.
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Figura 12 - Absorbancia (DOsoonm) € biorremocao de Cr (VI) pelo isolado Exiguobacterium acetylicum em
diferentes concentra¢des de Cr (VI).

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente no nivel de confianca de 95% (Teste
de Tukey).

Os resultados sugerem que o isolado pode apesentar capacidade de crescimento
em concentra¢cdes acima das estudadas. Estudo realizado por Conceicéo et al. (2007)
identificou viabilidade dos seus isolados em caldos nutritivos contendo até 750 mg.L de
Cr (VI). Porém, Okeke em (2008), utilizando bactérias do género Exiguobacterium sp.

GS1 na remocgao de Cr (VI) em meio aquoso revelou crescimento substancial até a
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concentragdo de 75 mg.L, sendo que a partir da concentracdo 100 mg.L™?, diminuicGes
significativas de viabilidade foram observadas até a concentracéo de 200 mg.L™.

O isolado também apresentou 6timas taxas de remoc¢édo do metal Cr (VI) nas trés
concentracdes estudadas. Na concentracdo 10 mg.L?%, removeu 98,3%; nas
concentragbes 25 e 50 mg.Lt, removeu um total de 98,9% e 95,4%, respectivamente.
Esse fato indica que, em um tempo mais longo de incubacéo, ha a possibilidade de
remocao total do metal, sendo provavel que em concentracées mais altas também haja
remocao.

Peral-Filho et al. (2014), visando conhecer a capacidade de biorremocéo de Cr
(VI) de uma cultura mista de micro-organismos obtida a partir de residuos de lodo de
curtume, encontraram taxas de remog¢ao acima de 96% para concentracdes iniciais de
80, 120 e 150 mg.L. Banguero et al. (2020) identificaram em seu estudo utilizando a
espécie E. acetylicum para reduzir Cr (V1) a uma concentragdo de 10 mg.L™t, uma reducéo
de 60% da concentracdo nas primeiras 6 horas de crescimento, tendo atingido 100% da
reducdo do metal em 11 horas. Os autores ainda relatam que esse fendmeno esta
diretamente associado as fases de crescimento bacteriano, uma vez que na fase
exponencial ha um aumento de remocao do Cr (VI), assim como Sd0 0S pProcessos
metabdlicos que geram o crescimento da populacéo bacteriana.

As demais condi¢cBes de cultivo utilizadas no presente estudo (meio nutritivo em
pH 7,0 e incubagéo em estufa & 30°C por 24 horas) mostraram-se satisfatérias, embora
outros estudos também relatem sucesso de biorremocgéo de Cr (VI) em outras condi¢des.
Okeke (2008) obteve bons resultados de biorremoc¢édo com E. acetylicum em uma faixa
de temperatura de incubacao de 18 a 45°C, sendo que a maior taxa ocorreu entre 35 e
40°C. O autor ainda identificou niveis de biorremog¢do semelhantes em pH de 6 a 8, em
um periodo de incubacgéo de 12 horas.



68

7 Consideracoes finais

O isolado HR7, identificado como Exiguobacterium acetylicum, apresentou 6timas
condicdes de crescimento e de remocao na concentracdo de 50 mg.L* de Cr (Ill), em pH
de neutro a alcalino (entre 7 e 8), nas temperaturas 35°C e 40°C e com tempo ideal de
contato com o metal na faixa de 12 a 24 horas. Ainda, em concentragdes distintas (10,
25 e 50 mg.L'Y) na forma hexavalente do cromo (Cr (VI)), a espécie E. acetylicum
apresentou alta taxa de remocao do metal (~100%), da mesma forma que o crescimento

foi considerado excelente, equivalente nas trés concentracdes.

Com os resultados obtidos no presente estudo, observa-se que as variaveis
ambientais influenciam diretamente o processo de biorremediagéo, portanto, conhecer
as melhores condi¢cfes para remocao de um contaminante € essencial para que, quando
aplicada em situagdes reais, a biorremediagao apresente sucesso e efetividade. Em vista
disso, E. acetylicum expressou resultados satisfatorios para remocao de Cr (Ill) e Cr (VI)
mediante as condi¢cbes ambientais testadas e, de modo geral, a aplicacdo deste género
bacteriano em processos de rizorremediacdo apresenta-se como uma alternativa
eficiente de descontaminacdo ambiental, uma vez que esse fato também pode ser
comprovado devido a estudos publicados nos ultimos anos em periédicos de alto impacto

para a comunidade cientifica.

Em virtude da presenca de espécies com capacidade de remocao de metais, como
a E. acetylicum, é possivel inferir que o arroio Santa Barbara ja passe por um processo
de atenuacdo natural, visto que ha também a presenca abundante da macroéfita H.
ranunculoides e demais espécies de plantas aquaticas, sugerindo um possivel potencial

biorremediador dos organismos presentes.

Por fim, & importante conhecer a técnica de biorremediacgéo in situ mais adequada
e eficiente para o local, levando em consideracao a biodisponibilidade do contaminante,
as condicdes de crescimento para plantas e micro-organismos, as formas de otimizacéo
do processo, entre outros fatores. A avaliacdo de outras espécies de macrdfitas, bem
como de outras espécies bacterianas existentes na regido, também é altamente

recomendada para que seja possivel conhecer a capacidade de biorremediacdo da biota
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local, ndo somente para o cromo, mas também para os demais metais pesados e

contaminantes.
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