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RESUMO

Solos de aterros sanitarios geralmente contém elevadas concentracdes de metais pesados criando condicfes
ambientais indspitas para os diversos seres vivos. A microbiota nativa, entretanto, para superar tais condicdes,
pode ter sua estrutura alterada destacando aqueles micro-organismos que em muitas das vezes contribuem para
a detoxificacdo do ambiente. Neste sentido, o presente trabalho objetivou estudar a capacidade de bactérias
isoladas de solo de aterro sanitério, em tolerar os metais chumbo (Pb**), niquel (Ni**), mercurio (Hg®") e cromo
(Cr®") para avaliar suas potencialidades biorremediativas. Sete linhagens bacterianas foram isoladas do solo
contaminado por chorume e a avaliacdo da tolerancia frente aos metais pesados ocorreu por meio das curvas de
crescimento de cada linhagem em diferentes concentragdes destes metais. Cinco linhagens foram capazes de
crescer no meio de cultura contendo 10,0 mg/L de HgCl, (o equivalente a 7,39 mg/L de Hg®*). Em relagéo ao
Pb®* verificou-se que 0 mesmo teve efeito benéfico no crescimento das bactérias nas concentragdes estudadas
(10,0; 50,0 e 100;0 mg/L de PbCl,), pois em alguns casos houve maior crescimento no meio contendo este
metal do que aquele observado no controle, ou seja, no meio de cultura sem metal . Para o Cr®" verificou-se
que algumas das bactérias (linhagens 5, 9 e 12) toleraram até 200 mg/L de K,Cr,O; (0 equivalente a 70,70
mg/L de Cr®"). As bactérias 5, 7, 12 e 13 apresentaram algum crescimento na menor concentracdo de Ni**
utilizada (10,0 mg/L de NiSO, o equivalente a 3,79 mg/L de Ni**). H& potencialidade biorremediativa destas
bactérias para os metais Pb?* e Cr®, entretanto, novos estudos sdo necessarios para se determinar a

e 12 em reduzir o Cr®* para Cr**.

PALAVRAS-CHAVE: Aterro sanitario, Bactérias, Metais pesados, Biorremediacéo.

INTRODUCAO

O solo € habitado por uma enorme variedade de micro-organismos e suas atividades estdo interligadas entre si e
com as condi¢Bes do ambiente prevalecentes a cada momento. Verifica-se que a populagdo microbiana se ajusta
rapidamente as variacOes dessas condigGes ambientais e que sdo estas que fundamentalmente determinam o
sentido em que a atividade dessas populagdes se desenvolve mais do que a espécie ou 0 nimero de micro-
organismos presentes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Em solos de aterro sanitario, diversos poluentes ambientais estdo presentes tendo destaque o chorume que
apesar da composicdo fisico-quimica extremamente varidvel, geralmente possui matéria organica em
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decomposicdo, amdnia, compostos fendlicos, cloretos, metais pesados entre outros (BRITO-PELEGRINI et al.
2009). Desta forma, a microbiota presente pode estar adaptada as condicGes extremas representadas pelo
potencial téxico destes contaminantes, especialmente metais pesados. A origem destes metais nos aterros
sanitarios geralmente sdo lampadas, pilhas, baterias, tintas, produtos de limpeza, 6leos lubrificantes, solventes,
aerossdis, materiais fotograficos e radiogréficos, embalagens de produtos quimicos, pesticidas, componentes
eletrnicos, produtos farmacéuticos, latarias de alimentos, aditivos alimentares e plasticos (MUNOZ 2002).

Em condicGes normais de operagdo do aterro sanitario, os metais pesados sdo fortemente retidos devido a sua
ligagdo com a matéria organica e precipitagdo. No entanto, baixos niveis de metais podem ser lixiviados
principalmente durante as perturbagdes no sistema que permitem a entrada de oxigénio (@Y GARD et al. 2004;
DYGARD et al. 2005). Assim as concentracBes destes elementos no lixiviado podem variar amplamente de
micrograma a miligrama por litro (CHRISTENSEN et al. 2001).

A biorremediacao é uma tecnologia de baixo custo para a remediacdo de ambientes impactados por substancias
perigosas que utiliza a capacidade biodegradativa dos micro-organismos para remover os poluentes do
ambiente. Esta técnica vem sendo aplicada principalmente em ambientes poluidos por hidrocarbonetos de
petréleo, pesticidas e metais pesados (GAYLARDE et al. 2005, MANCERA-LOPEZ et al. 2008; GUO, et al.
2010) . O sucesso desta tecnologia depende em parte do isolamento de linhagens microbianas que além de ter a
capacidade de degradar o poluente, possua a capacidade de resistir a toxicidade dos agentes contaminantes.
Micro-organismos presentes em ambientes impactados previamente, provavelmente estdo adaptados as
condicOes indspitas oferecidas pelos poluentes e podem até mesmo contribuir para a detoxificagdo destes locais.
Dessa forma, estes sdo seres com grande potencialidade em processos biorremediativos. Neste estudo, bactérias
de solo de aterro sanitario contaminado por chorume foram isoladas e caracterizadas macro e
microscopicamente. Testes quanto as suas tolerancias ao chumbo (Pb*"), niquel (Ni**), merctrio (Hg®") e
cromo (Cr®"), foram efetuados para avaliar o potencial destes micro-organismos serem aplicados em processos
biorremediativos que contenham tais metais.

MATERIAIS E METODOS
ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Amostras de solo contaminado por chorume foram coletadas a 10 cm de profundidade em cinco pontos
diferentes no aterro sanitario de Cuiabd, MT. Em laboratério estas foram misturadas obtendo assim uma
amostra composta mais representativa do solo contaminado. Para o isolamento das bactérias optou-se pela
técnica da diluicdo em série utilizando solucdo de pirofosfato de sddio / Tween 80 para melhor recuperacdo dos
micro-organismos. A partir das diluicdes (10™ a 10™*) procedeu-se a inoculacdo de 0,1 mL em placas de Petri
contendo 0 meio de cultura Agar Padrdo para Contagem e o material foi espalhado com auxilio da alca de
Drigalski (técnica de spread plate). Ap6s o periodo de incubacdo (72h a 35°C) foram selecionadas aquelas
coldnias que visualmente possuiam caracteristicas diferentes. A técnica de esgotamento em estrias foi utilizada
para obten¢do das culturas puras.

TESTES DE TOLERANCIA A METAIS PESADOS

Os testes de tolerancia aos metais pesados Pb®*, Ni**, Hg?* e Cr®* foram efetuados por meio das curvas de
crescimento de cada linhagem em caldo nutriente com diferentes concentragdes destes metais (Tabela 1). A
partir de suspensBes bacterianas de cada linhagem padronizadas a 0,8 de absorbancia (A = 600 nm), 0,1 mL foi
adicionado em 8 mL de caldo nutriente/metal pesado. Duplicatas foram efetuadas para cada concentracdo do
metal. As leituras de absorbancia (A = 600 nm) de cada amostra para verificar o crescimento ocorreram a cada
12 horas durante 72h.

2 ABES - Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



ABES
Tabela 1: Concentracdes dos metais pesados utilizados nos testes de tolerancia pelas bactérias.
Composto Concentracoes Concentracédo equivalente
metalico utilizado estudadas do do ion metalico (mg/L)
composto metalico

(mg/L)
10,0 7,45
PbCl, 50,0 37,25
100,0 74,50
10,0 3,79
NiSO, 50,0 18,96
100,0 37,93
10,0 7,39
HgCl, 50,0 36,94
100,0 73,88
50,0 17,68
K,Cr,0; 100,0 35,35
200,0 70,70

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo das células bacterianas quanto a morfologia e resposta a coloracgdo
diferencial de Gram. Foram encontradas duas linhagens na forma cocos gram negativas e cinco linhagens na
forma bastonetes, trés gram positivas e duas negativas.

Tabela 2: Caracterizacdo das células bacterianas isoladas do solo do aterro sanitério de Cuiaba, MT,
guanto a morfologia e coloracdo de Gram.

Bactéria Forma Gram
3 Cocos Negativa
5 Bastonetes Positiva
7 Bastonetes Negativa
9 Bastonetes Positiva
12 Cocos Negativa
13 Bastonetes Negativa
16 Bastonetes Positiva

A Figura 1 apresenta os resultados do crescimento dos isolados bacterianos em caldo nutriente contendo
HgCl,. Verifica-se que nas concentracdes 50,0 e 100,0 mg/L de HgCl,, equivalentes a 36,94 e 73,88 mg/L de
Hg?*, ndo houve crescimento das bactérias estudadas ou este foi irrisorio. J4 na concentragdo 10,0 mg/L de
HgCl, (7,39 mg/L de Hg?") verificaram-se crescimentos para as linhagens 5, 7, 12, 13 e 16 semelhantes aos
crescimentos dos respectivos controles, ou seja, no caldo nutriente que nao recebeu o metal. As linhagens 3 e 9
ndo apresentou crescimento significativo na concentracdo 10,0 mg/L de HgCl,.

Em aterros sanitarios a contaminagdo por mercirio é principalmente devido a produtos utilizados nos
domicilios, como lampadas fluorescentes, baterias e termometros (XIAOLI et al. 2012). Dessa forma, a
microbiota local pode estar adaptada a tal condicdo e contribuir para a detoxificacdo deste metal.

Alguns trabalhos tém destacado a importancia do grau de contaminacdo de varios ambientes por mercirio para
a resisténcia dos micro-organismos a este metal. Nakamura et al. (1986) isolaram bactérias de sedimentos de
duas localidades na Baia de Minamata, Japdo, contaminados por mercurio sendo uma com concentracdo média
deste metal de 1,0 mg/kg de sedimento e outra com concentra¢cBes que variaram de 27,4 a 45,8 mg/kg. Os
autores verificaram neste estudo que quanto maior a concentracdo de mercirio no sedimento maior a
porcentagem de bactérias isoladas resistentes ao Hg®*. Setenta e cinco por cento das 147 linhagens resistentes
ao mercurio isoladas da localidade que apresentou maior grau de contaminacdo apresentaram valores de
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82 linhagens isoladas da localidade com menor concentracdo apresentaram as mesmas variacdes de MIC. A
MIC é a menor concentracdo do metal responsavel por inibir completamente o crescimento bacteriano.

Ranjard et al. (1997) estudaram o impacto do mercUrio na comunidade bacteriana de quatro tipos de solos por
meio de uma contaminagéo simulada por Hg?* (10,0 mg/kg de solo). Apés 30 dias do inicio do experimento foi
verificado que ndo houve alteracdo estatisticamente significativa na comunidade de bactérias heterotroficas
vidveis mas 0 nimero de bactérias resistentes ao merclrio aumentou significativamente revelando que ocorreu
uma adaptacdo da comunidade bacteriana em um curto espago de tempo. Zahoor e Rehman (2009) isolaram
duas linhagens bacterianas, Bacillus sp. JDM-2-1 e Staphylococcus capitis, de efluentes industriais e estudaram
suas capacidades de tolerar diferentes metais pesados dentre eles o Hg?*. Ambas as linhagens resistiram a
concentragdo de 50,0 mg/L de Hg?". Este valor foi superior aquele encontrado neste estudo, ou seja, apenas
7,39 mg/L de Hg?* foram toleradas por cinco das sete linhagens bacterianas estudadas.

Em relagdo ao Pb*, os resultados das tolerancias das linhagens bacterianas séo apresentados na Figura 2.
Todas as bactérias toleraram a concentracdo méxima estudada de PbCl, (100 mg/L), equivalente a 74,50 mg/L
de Pb*, sendo observado ainda alguns casos em que o crescimento bacteriano foi superior no meio que
continha o metal quando comparado ao meio que nao o possuia. Tal efeito também foi verificado por Guo et al.
(2010) durante o estudo da biorremediagcdo de metais pesados pela bactéria endofitica Bacillus sp. L14, sendo
verificado o estimulo do crescimento bacteriano em meios contendo Pb?*, Cd?*, Cu?* e Cr®* nas concentracdes
10 e 100 mg/L. Este efeito em que uma resposta biolégica favoravel ocorre decorrente da exposicdo a alguma
substancia perigosa, denominado hormese, foi verificado para todas as linhagens aqui estudadas que cresceram
na presenca do chumbo. Novos testes s&0 necessarios com estas bactérias para avaliar a MIC frente ao Pb®*. Na
literatura cientifica, bactérias que toleraram até 800 mg/L de Pb®* tem sido relatadas (ZAHOOR e REHMAN,
2009).

A Figura 3 apresenta as curvas de crescimentos das bactérias nas diferentes concentrages estudadas de
K,Cr,0-. Verifica-se que a bactéria 3 ndo apresentou crescimento na concentracdo de 200 mg/L e mesmo nas
demais concentracdes houve pequeno crescimento somente no tempo 60h, mas que regrediu apdés 72h. Da
mesma forma, a bactéria 16 ndo teve crescimento na maior concentracdo e houve pouco crescimento nas
demais. As linhagens 5 e 12 apresentaram crescimento exponencial em todas as concentrac@es de K,Cr,0O-, que
se assemelharam ao crescimento observado no meio sem metal, sendo que a bactéria 5 apresentou 0s maiores
valores de absorbancia apds 72h nos meios que continham cromo. Crescimento exponencial também foram
verificados nas linhagens 7 e 13 com exce¢do para concentracdo 200 mg/L. A bactéria Bacillus sp.ev3 foi
isolada por Rehman et al. (2008) de aguas residudrias contaminadas por metais pesados e esta apresentou
capacidade de tolerar até 4800 mg/L de cromo hexavalente. QOutra 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 concentragdes de cromo hexavalente (1000 mg/L).

Na Figura 4 as curvas de crescimento das bactérias na presenca de Ni** demonstraram que a linhagem 3 néo
tolerou a concentragdo minima utilizada (10 mg/L de NiSO, o que corresponde a 3,79 mg/L de Ni**) e a
linhagem 13 apresentou pouco crescimento ap6s 72h nos meios contendo o Ni**. As bactérias 5, 7 e 12 tiveram
0 crescimento reduzido a medida que a concentracdo deste metal aumentou. A linhagem 16 apresentou
crescimento somente no meio que continha a menor concentracio de Ni** além do meio sem metal (controle).
Destaca-se a linhagem 9 que teve maior crescimento na concentra¢do 10,0 mg/L de NiSO,, crescimento este
maior inclusive do que aquele observado no meio sem o metal. Alguns estudos relataram tolerancia bacteriana a
maiores concentracdes de Ni** quando comparadas aquelas utilizadas neste estudo: 880 mg/L (ABOU-
SHANAB et al. 2007) e 4000 mg/L (ZAHOOR e REHMAN, 2009). Tais bactérias foram isoladas de ambiente
poluido por niquel.
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Figura 1: Curva de crescimento dos isolados bacterianos frente as diferentes concentracgdes (mg/L) de
HgCl, (os dados sdo médias de duas repeticles e as barras representam o erro padrao).
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Figura 2: Curva de crescimento dos isolados bacterianos frente as diferentes concentragdes (mg/L) de
PbCl, (os dados sdo médias de duas repeticdes e as barras representam o erro padrao).
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Figura 3: Curva de crescimento dos isolados bacterianos frente as diferentes concentragdes (mg/L) de
K,Cr,0; (os dados sdo médias de duas repeticdes e as barras representam o erro padrao).
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Figura 4: Curva de crescimento dos isolados bacterianos frente as diferentes concentragdes (mg/L) de
NiSO, (os dados sdo médias de duas repeticdes e as barras representam o erro padrao).
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo é possivel indicar as seguintes conclusoes: (i) o fendmeno hormese,
apresentado pelas linhagens bacterianas, foi induzido pelo Pb?*, e ha a necessidade de novos estudos de
tolerdncia em concentracdes maiores deste metal do que aquelas aqui avaliadas; (ii) as concentracGes toleradas
de Hg®* e Ni** pelas linhagens bacterianas sdo menores do que aquelas relatadas na literatura cientifica,
dificultando sua aplicagdo em processos biorremediativos contendo estes metais; (iii) as linhagens 5 e 12
toleraram até 200 mg/L de K,Cr,0; sendo necessarios estudos em maiores concentragfes e a verificagdo da
capacidade das mesmas em reduzir o Cr®* para Cr®* para possiveis aplicacdes biorremediativas.
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