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RESUMO

Os aterros sanitérios sdo fontes de metais tdxicos podendo contaminar o ambiente. Uma vez presentes nos
solos, estes metais podem gerar condi¢des indspitas de sobrevivéncia aos seres vivos especialmente organismos
superiores. Os micro-organismos, entretanto, podem sobreviver a estes ambientes devido a sua capacidade de
tolerar e diminuir os efeitos toxicos dos metais. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias de
solo de aterro sanitério e verificar a capacidade das mesmas em tolerar e reduzir o cromo hexavalente. Sete
linhagens bacterianas foram obtidas, com destaque para quatro que tiveram a capacidade de crescer em meio
caldo nutriente que continham até 200 mg/L de K,Cr,0; (equivalente a 70,7 mg/L de Cr®). Estas tiveram
verificada a sua capacidade de reducdo do Cr®* e valores de reducéo entre 24 a 33% foram encontrados. Estes
resultados, entretanto, sdo inferiores aqueles relatados na literatura para bactérias que foram isoladas de
ambientes contaminados por cromo hexavalente.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias, Solo de Aterro Sanitéario, Cromo Hexavalente, Reducéo.

INTRODUCAO

Os metais toxicos presentes nos residuos solidos tém se destacado em diversos estudos devido a sua capacidade
de contaminagdo ndo somente dos solos adjacentes aos aterros sanitarios como também das &guas superficiais e
subterraneas (CELERE et al. 2007; MOREIRA, et al. 2009; ALCANTARA et al. 2011; SANTOS e
MEDEIROS, 2011). A origem destes metais geralmente sdo lampadas, pilhas, baterias, tintas, produtos de
limpeza, 6leos lubrificantes, solventes, aerossois, materiais fotograficos e radiograficos, embalagens de
produtos quimicos, pesticidas, componentes eletronicos, produtos farmacéuticos, latarias de alimentos, aditivos
alimentares e plasticos (MUNOZ 2002).

Oliveira e Jucé (2004) e Korf et al. (2008) verificaram que em solos de areas de disposicdo de residuos sélidos
urbanos € significativo o potencial de retencdo destes metais. Esta retengdo ocorre principalmente em solos
argilosos (Oliveira et al. 2002) e Lange et al. (2002) confirmaram a retencdo em especial do cromo.

O cromo é um metal pesado toxico amplamente usado no curtimento do couro, galvanoplastia, producdo de
pigmentos e indUstria de processamento de metais (FULLADOSA et al. 2006). Este metal existe em diversas
estados de oxidacdo desde Cr(Il) até o Cr(VI). Na natureza o cromo geralmente é encontrado como Cr®* ou
Cr®* (REHMAN et al. 2008). Na forma trivalente o cromo possui atividade biolégica atuando como
oligoelemento no metabolismo humano ao contrario da forma hexavalente que é uma espécie altamente toxica,
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podendo causar ulceracdo nasal, dermatites, lesbes mutagénicas e carcinogénicas e leucemia (KOTAS e
STASICKA, 2000).
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Diversos micro-organismos possuem excepcional habilidade de se adaptar e colonizar ambientes poluidos por
metais téxicos que normalmente sdo inabitdveis por organismos superiores. Esses micro-organismos tém
desenvolvidos vérios mecanismos de protecdo ao efeito toxico dos metais tais como adsorcdo, absorcéo,
metilag8o, oxidacdo e reducdo (REHMAN et a. 2008). A reduco intracelular do cromo(V1) para cromo(lll)
tem sido relatada como sendo um dos principais mecanismos de detoxicagdo realizado por uma ampla variedade
de micro-organismos (FULLADOSA et al. 2006) . Dessa forma, a biorremediacdo do cromo(V1) é de especial
interesse devido a grande aplicacdo industrial desse metal.

Aplicagdo de micro-organismos em processos biorremediativos do cromo, entretanto, requer o isolamento de
linhagens tolerantes aos efeitos toxicos deste metal e posterior avaliagdo da habilidade de sobrevivéncia,
multiplicago e reducdo do Cr®*. Uma vez que solos de aterro sanitério possam conter altas concentracdes de
metais, dentre eles o cromo, a capacidade de bactérias isoladas deste ambiente em tolerar e reduzir o Cr®* para

Cr** foi verificada neste trabalho, visando futuras aplicacies em processos biorremediativos.

MATERIAIS E METODOS

ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Amostras de solo do aterro sanitario de Cuiaba, MT, foram coletadas a 10 cm de profundidade em cinco pontos
diferentes. Em laboratdrio essas foram misturadas obtendo assim uma amostra composta. Para o isolamento das
bactérias optou-se pela técnica da diluicdo em série utilizando solugdo de pirofosfato de sddio / Tween 80 como
meio diluente para melhor recuperacdo das bactérias. A partir das diluicdes (10™ a 10™) procedeu-se a
inoculagdo de 0,1 mL em placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Padrdo para Contagem e o material
foi espalhado com auxilio da alca de Drigalski (técnica de spread plate). Apds o periodo de incubacdo (72h -
35°C) foram selecionadas aquelas coldnias que visualmente possuiam caracteristicas diferentes. A técnica de
esgotamento em estrias foi utilizada para obtencdo das culturas puras que posteriormente foram caracterizadas
quanto a morfologia celular e resposta a coloracéo diferencial de Gram.

TESTES DE TOLERANCIA AO CROMO HEXAVALENTE

As bactérias isoladas foram testadas em uma etapa preliminar quanto a capacidade de tolerar diferentes
concentragBes de K,Cr,0; (50; 100; 150 e 200 mg/L) por meio do desenvolvimento das curvas de crescimento
de cada linhagem em caldo nutriente que continha tal substéncia. Tais concentracGes de K,Cr,0O; equivalem a
17,7; 354; 53,0 e 70,7 mg/L de Cr®" respectivamente. Suspensdes de cada linhagem bacterianas foram
preparadas e padronizadas a 0,8 de absorbancia (A = 600 nm) e 0,1 mL destas foram adicionadas a 8 mL de
caldo nutriente contendo o dicromato de potéssio. Foram realizadas triplicatas para cada concentracéo e o
periodo de incubacdo foi de 72h — 35°C sem agitacdo. As leituras de absorbéancia (A = 600 nm) de cada amostra
para verificar o crescimento bacteriano foram feitas a cada 12 horas.

REDUCAO DO CROMO HEXAVALENTE PELAS BACTERIAS ISOLADAS

Apés a selecdo daquelas bactérias que toleraram as concentragdes de K,Cr,0O- utilizadas na etapa preliminar, os
testes para verificar a capacidade de reducdo do cromo hexavalente pelas mesmas foram feitos de acordo com
Conceicdo et al. (2007) com modificacdes, inoculando 1,0 mL da suspensdo bacteriana padronizada a 0,8 de
absorbancia (A = 600 nm) em 50,0 mL de caldo nutriente com concentracéo inicial de K,Cr,0O; igual a 100
mg/L (35,4 mg/L de Cr®"). Ap6s o periodo de incubagdo (72h — 35°C, sem agitagdo) o Cr®" residual foi
determinado de acordo com a Norma Técnica da ABNT 13738 - Agua - Determinagéo de cromo hexavalente -
Método colorimétrico da difenilcarbazida (ABNT, 1996). Nesta etapa os testes foram feitos em duplicata.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo das células bacterianas quanto a morfologia e resposta a coloragéo
diferencial de Gram. Foram encontradas duas linhagens na forma cocos gram negativas e cinco linhagens na
forma bastonetes, trés gram positivas e duas negativas.
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Tabela 1: Caracterizacao das células bacterianas isoladas do solo de aterro sanitario quanto a
morfologia e coloracdo de Gram.
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Bactéria Forma Gram
3 Cocos Negativa
5 Bastonetes Positiva
7 Bastonetes Negativa
9 Bastonetes Positiva
12 Cocos Negativa
13 Bastonetes Negativa
16 Bastonetes Positiva

Na Figura 1 que apresenta as curvas de crescimento das linhagens bacterianas em diferentes concentrac@es de
K,Cr,0O;, é possivel verificar que a bactéria 3 ndo apresentou crescimento na concentragdo de 200 mg/L e
mesmo nas demais concentracdes houve pequeno crescimento em 60h quando comparado as demais
linhagens, mas que regrediu apds 72h. Da mesma forma, a bactéria 16 ndo teve crescimento na maior
concentragdo e pouco crescimento nas demais.

As linhagens 5 e 12 apresentaram crescimento exponencial em todas as concentragdes de K,Cr,07, sendo que
a bactéria 5 apresentou os maiores valores de absorbancia apds 72h nos meios que continham cromo.
Crescimento exponencial também foram verificados nas linhagens 7, com excecdo para concentragcdo 200
mg/L, 9 e 13, com exceg¢des para s concentragdes 150 e 200 mg/L.

A partir das curvas de crescimento das bactérias isoladas do solo do aterro sanitério, foram selecionadas as
linhagens que melhor toleraram a presenga do cromo, ou seja, bactérias 5, 7, 9 e 12 para que 0s testes de
reducdo do cromo hexavalente fosse efetuado. A Figura 2 apresenta a porcentagem de cromo hexavalente que
foi reduzido por estas bactérias.

As quantidades de cromo hexavalente reduzido pelas bactérias 5, 7, 9 e 12 foram, respectivamente, 24%,
33%, 32% e 30% em 72h. Isto comprova a capacidade de bactérias de solo de aterro sanitario em reduzir este
metal. Entretanto, quando comparado estes resultados com aqueles da literatura cientifica em que bactérias
isoladas de ambientes que continham este metal foram estudadas quanto & capacidade de reduzir Cr®* verifica-
se que os valores encontrados nestes estudos sdo maiores.

Conceicao et al. (2007) verificou a reducdo de cromo hexavalente de bactérias isoladas de solo contaminado
por este metal. De 20 isolados, seis tiveram a capacidade de reduzir o cromo(VI) em um periodo de 24h em
taxas que variaram de 54 a 64%. A concentracdo inicial do cromo hexavalente foi de 250 mg/L. Tais
linhagens foram identificadas como sendo do género Aeromonas, Aurecbacterium, Xanthobacter,
Agrobacterium e Bacillus.

A bactéria Bacillus sp.ev3 foi isolada por Rehman et al. (2008) de aguas residuérias contaminadas por metais
pesados e apresentou capacidade de tolerar até 4800 pg/mL de cromo hexavalente e reduzir 91% do Cr®*
presente em meio de cultura em 96h e 84% do cromo presente em efluentes industriais.

Outra bactéria do género Bacillus isolada por Masood e Malik (2011) de solos irrigados com efluentes de
curtumes contaminados com metais pesados também apresentou habilidade de tolerar altas concentrag@es de
cromo hexavalente (1000 mg/L) e reduzir na totalidade 100 mg/L de Cr®* em 48h.
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Figura 1: Curva de crescimento dos isolados bacterianos frente as diferentes concentragdes de K,Cr,0;
(os dados sdo médias de trés repeticGes e as barras representam o erro padrao).
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Figura 2: Porcentagem de Cr°* reduzido pelos isolados bacterianos. Concentragao inicial de Cr*:
35,4 mg/L (os dados sédo médias de duas repeticdes e as barras representam o erro padréo).

CONCLUSOES

As bactérias isoladas do solo de aterro sanitario apresentaram a capacidade de tolerar até 200 mg/L de K,Cr,0-
(equivalente a 70,7 mg/L de Cr®") e quatro linhagens apresentaram a capacidade de reduzir o Cr(V1) a Cr(lll).
Entretanto, os valores encontrados neste estudo ficaram abaixo daqueles relatados na literatura cientifica de tal
forma que estas linhagens ndo possuem potencial para serem exploradas em processos biorremediativos.
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