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RESUMO

A mineracdo constitui um dos pilares da economia brasileira, e a0 mesmo tempo é extremamente nociva do
ponto de vista ambiental e sanitario. Existe atualmente pelo mundo, diversificadas maneiras para se alcangar a
atividade minerdria sustentavel, uma delas é a biolixiviagdo, j& implantada por outras empresas do ramo, para a
extracdo de cobre, sendo uma tecnologia menos nociva a0 ambiente que o processo comum, a pirometalurgia.
Apesar da biolixiviagdo utilizar micro-organismos para extracdo de minério, a atividade de bactérias do género
Acidithiobacillus liberam produtos que aumentam a concentragdo de acido sulfirico nessa extracdo, o que ndo
é nada viavel do ponto de vista ambiental, sanitario e econémico. A proposta do projeto é utilizar bactérias
isoladas de area de mineracdo que ndo liberam compostos prejudiciais a0 meio ambiente e que tenham
mecanismos de resisténcias favoraveis para a concep¢do da biorremediacdo de metais pesados na prépria area
da atividade extrativista. Os isolados previamente selecionados de solo serpentinico da regido de Barro Alto -
GO, pertencem aos filos Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes. Foram realizadas curvas de
crescimento das bactérias selecionadas, em microplaca de 96 pocos e em frasco do tipo Erlenmeyer aletado de
policarbonato, para realizar as andlises dos possiveis mecanismos de resisténcia bacteriano ao niquel, metal de
interesse, utilizando das fontes de sulfato de niquel (NiSO4) e cloreto de niquel (NiCl;) em diferentes
concentragdes. Dentre todos os isolados, a bactéria Mucilaginibacter sp. SAP B3, apresentou um grande
potencial para realizar o processo de biorremediagdo. O fato de possuir um mecanismo de resisténcia que tolera
e de alguma forma se beneficia com a presenca do niquel, faz com que este isolado sobreviva a situacdes de
estresse causado por este metal.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremedia¢do, Sustentabilidade, Minerag&o.

INTRODUCAO

A mineragdo é um motor do desenvolvimento e ja foi a atividade pioneira na ocupacio do territorio brasileiro®.
Essa atividade ndo escolhe o local para se implantar, pois a localizacdo das reservas minerais é obra da
natureza, conceito que se denomina de rigidez locacional. No entanto, a exploragdo mineral € uma das
atividades econdmicas que mais provocam transformagBes de ordem ambiental, variando de acordo com as
caracteristicas do ambiente, o tipo de minério explorado e a utilizagdo de tecnologias especificas para extragao
mineral®. A mineragdo é uma atividade antropica geradora em grande potencial de diversos impactos ambientais
englobados em quatro categorias: poluicdo da agua, poluicdo do ar, poluicdo sonora, e abatimento do terreno
bem como sua contaminagao®.

Existem estratégias alternativas para se alcancar a atividade mineraria sustentavel, uma delas é uma variagao da
hidrometalurgia, conhecida como biolixiviagdo. Esse processo constitui na utilizacdo de microrganismos para
auxiliar a remoc¢do do minério de interesse, gerando menos residuos que o processo fisico-quimico tradicional.
A biolixiviacdo ja é utilizada para mineracdo de cobre, as bactérias utilizadas nesse processo ja patenteadas sdo
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acidofilas, pois a geracdo natural de &cido sulfurico deixa o pH éacido. A exemplo de microrganismo utilizado
para a realizagdo da biolixiviagdo de cobre temos a bactérias do género Acidithiobacillus, que em sua atividade,
liberam produtos que aumentam a concentragdo de acido sulfirico na extragdo do minério, o que ndo é nada
viavel do ponto de vista ambiental, sanitario e econdmico®.

O mecanismo de obtencdo dos minérios é baseado nos principios da biorremediacéo, exercido pelos organismos
vivos, geralmente plantas e microrganismos, utilizados tecnologicamente a fim de se degradar ou remover
contaminantes nocivos do meio ambiente. Este processo biotecnologico de biorremediacdo tem sido
intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica como uma alternativa vidvel para o
tratamento de problemas de contaminacdo em varios tipos de ambientes por residuos e efluentes industriais®.
Um exemplo de microrganismo utilizado é a bactéria Cupriavidus metallidurans que tem sido avaliada para
biorremediacdo de amostras contaminadas com metal pesado provenientes de processos minerarios, o grande
empecilho do uso desta bactéria é que ela ndo é capaz de adsorver os ions metalicos, pois possui mecanismo de
resisténcia que expulsa extracelularmente todo o metal absorvido, deixando-o novamente biodisponivel no
meio®.

As bactérias possuem varios tipos de mecanismos de resisténcia para a tolerancia de metais pesados, o que faz
com que ela possa sobreviver ao ambiente de estresse causado pela presenca de altas concentragdes de metais
pesados. Seis mecanismos de sobrevivéncia as concentragdes elevadas de metais ja sdo conhecidos em
bactérias: exclusdo por barreiras de permeabilidade, sequestro intracelular por ligacdo a proteinas, sequestro
extracelular, mecanismos de transporte ativo da espécie metélica para fora da célula por bombas de efluxo,
mecanismos de desintoxicacdo enzimética do metal para uma forma menos téxica e reducdo da sensibilidade ao
metal nos alvos celulares’.

O mecanismo utilizado no processo de resisténcia ao metal depende do organismo que 0 emprega, o ambiente
em que ele esta inserido e a carga metalica a que esta exposto. A resposta celular a toxicidade de um metal é
muito complexa e, portanto, geralmente mais de um mecanismo de resisténcia é utilizado®.Entender os
mecanismos utilizados pelos microrganismos para resistir a concentracdes tdxicas de metal é a base para a
utilizacdo dos mesmos em processos biotecnoldgicos, como a biorremedia¢do, que no caso, presa pelos
mecanismos referentes ao sequestro intracelular ou extracelular da espécie metélica, também chamados de
mecanismos de bioacumulacdo ou biossorc¢éo, respectivamente.

A regido do Centro-Oeste brasileiro possui uma atividade minerdria muito intensiva na extracdo de variados
tipos de minério. Segundo o relatério anuario mineral brasileiro do DNPM?® de 2016, o niquel esté entre os oito
minerais que se destacam no cenario da extracdo mineréria por corresponder a 98,5% do valor da producéo
comercializada da classe dos metélicos, totalizando 67,5 bilhdes de reais para a economia brasileira. Ainda
sobre este relatdrio, no Estado do Goids as reservas de niquel correspondem a 74,78% do total do Pais. O
niquel é uma das principais preocupacdes devido aos seus maiores usos em paises em desenvolvimento'®. Este,
assim como outros metais pesados, nao é biodegradavel e é toxico em niveis elevados. Na regido de Barro Alto
— GO situa-se um poélo de extracdo de niquel realizado pela empresa Anglo American, a qual impulsionou a
realizacdo da pesquisa em busca de propiciar uma atividade de mineragdo sustentdvel para a empresa.
Diferentemente de outras atividades mineradoras do Brasil, o minério apresenta pH neutro, assim, a tecnologia
desenvolvida para biolixiviacdo de cobre ndo pode ser utilizada.

Assim, a proposta do projeto € utilizar bactérias isoladas de &rea de mineracdo que ndo liberam compostos
prejudiciais ao meio ambiente e que tenham mecanismos de resisténcias favoraveis para a concepc¢do da
biorremediacdo de metais pesados na prépria area da atividade extrativista.

MATERIAIS E METODOS

Dois estudos isolaram e classificaram bactérias presentes nas mesmas areas isolados de solos em Barro Alto,
essas bactérias pertencem ao filo Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes'®!2. As bactérias obtidas
apresentam Vvarias caracteristicas desejaveis para um posterior desenvolvimento tecnoldgico: sdo de facil
cultivo, ndo liberam compostos prejudiciais ao meio ambiente e crescem em pH neutro. Assim, a hipdtese
norteadora desse trabalho é de que bactérias com capacidade de bioacumulacdo de niquel apresentam um
potencial em realizar o processo de biorremediacdo de niquel em solo contaminado.
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Para determinar a tolerancia ao niquel destes isolados bacterianos, foi avaliada a Concentracdo Méaxima
Tolerada (MTC, do inglés Maximum Tolerable Concentration) em meio sdlido, para tal, foram cultivados e
mantidos em meio de cultura composto por caldo nutritivo R2A com Agar nutriente e acrescidos de diferentes
fontes do metal na presenca de sulfato de niquel (NiSO4) e cloreto de niquel (NiCl;) nas concentrag6es: 0,5; 1;
2; 4; 8; 16; 32; e 64 mmolL/1. Para essas fontes de niquel uma solugdo 1 M foi preparada e esterilizada por
filtracdo, que foi adicionada ao meio de cultura depois de autoclavado. Todos os produtos quimicos utilizados
no presente estudo foram de grau analitico. Os isolados bacterianos foram inoculados em placas de Petri por
arranhdes e foram deixados durante uma semana em estufa a 30 °C. A concentragdo maxima tolerada (MTC)
foi determinada como a concentragdo de niquel em que o crescimento bacteriano ainda pode ser observado. A
partir dos resultados da MTC, foram selecionadas as bactérias que representam diferentes filos isolados e que
apresentaram crescimento significativo para ambas as fontes de niquel utilizadas.

Com estes novos isolados bacterianos selecionados, foram realizadas curvas de crescimento em meio liquido,
em microplaca de 96 pocos, com o objetivo de ter uma visdo ampla do seu crescimento, e em frasco do tipo
Erlenmeyer aletado de policarbonato, para realizar as analises da quantificagdo do niquel, afim de apontar o
possivel mecanismo de resisténcia realizado por estas bactérias. Assim, o crescimento foi realizado em caldo
R2A acrescido de ambas fontes de niquel NiCl, e NiSQ4, nas concentragdes: 0,5; 1; 2; 4; 8; e 16 mmolL/1, com
trés réplicas para cada concentracdo e fonte de niquel. Para o crescimento em microplaca foi inoculado um
volume final de 250 pL, a amostra foi colocada em um equipamento espectrofotdmetro de microplaca
PowerWave HT (BioTek) a 30°C em agitacdo minima, sendo aferida a absorbancia em 600 nm, a cada 2 horas
até que o indculo atingisse a fase estacionaria.

Para o crescimento em Erlenmeyer, cada frasco continha 100mL de meio do mesmo caldo R2A acrescido das
fontes de niquel nas concentragdes: 0,5; 1; 2; e 4 mmolL/1, preparados em triplicata. Também foi preparado em
triplicada frascos sem in6culo como controle (branco). O crescimento foi avaliado no periodo aproximado de
duas semanas (a depender da bactéria), a 30°C em 180 rpm, fazendo leituras pontuais da absorbancia a 600 nm,
em intervalos aproximados de 12 horas (a depender da bactéria), no equipamento de espectroscopia Ultrospec
3100pro (Amersham Biosciences).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da concentracdo méaxima tolerada das fontes analisadas de niquel, bem como sua respectiva
classificagéo taxondmica realizada em trabalhos anteriores, estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica dos isolados bacterianos e a sua Concentracdo Maxima Tolerada
(MTC). A MTC foi realizada em meio de cultura sélido.

Classificagao Taxondmica MTC (mmolL-)

Género Filo Isolado NiClz NiSOs
Bradyrhizobium Proteobacteria LAT C8* 16 16
Variovorax Proteobacteria SAP E12* g 4
Bradyrhizobiaceae  Proteobacteria SAP H2 16 16
Bradyrhizobium Proteobacteria SAP B2 16 16
Mucilaginibacter Bacteroidetes SAP B3 16 16
Streptomyces Actinobacteria LAT H3 64 64
Nocardia Actinobacteria SAP E5* 64 64
Streptomyces Actinobacteria SAPE9 16 16
Kitasatospora Actinobacteria SAP B12 32 64
Streptomyces Actinobacteria LAT A10* i 8

*1solados utilizados na pesquisa para o crescimento em meio liquido.
Fonte: Com adaptagBes®*2,

Para o isolado Bradyrhizobium sp. LAT C8, foi feito um comparativo entre o crescimento em microplaca e em
frascos tipo Erlenmeyer, com o objetivo de mostrar que 0 crescimento em ambos 0s casos € equivalente, o que
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muda é o volume do meio de cultura e da disponibilidade do metal no frasco tipo Erlenmeyer (Figura 2). O
isolado ndo mostrou crescimento nas concentragdes de 4 mmolL/1, para ambas as fontes de niquel. Foi
observado que o crescimento em microplaca é mais lento, apresentando uma fase Lag mais longa. O isolado
LAT C8 ndo apresentou diferenga de crescimento entre as concentracdes toleradas, tanto para a fonte de
sulfato quanto para o cloreto. Para isolados do género Bradyrhizobium de rizosfera de plantas de solos
serpentinicos da Nova Caledbnia, que toleram até 15 mmolL/1 de NiCl,, a resisténcia é obtida através de
bombas como cnr e nre'®, A tolerancia dos isolados de Bradyrhizobium de Barro Alto é parecida (16 mmolL/1
de NiCl; e NiSOy), portanto é possivel que estes isolados também estejam usando bombas de efluxo como
mecanismo de tolerancia as concentrages toxicas de niquel.

Figura 1 — Curva de crescimento isolado Bradyrhizobium sp. LAT C8, em ambas fontes de niquel NiCl:
(A e B) e NiSO4 (C e D). O crescimento realizado em A e C foi na microplaca. O crescimento realizado
em A e B foram em frascos de erlenmeyer aletados de policarbonato. As barras de erro mostram para
ambos o0s casos 0 desvio padrao das médias.
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Para os resultados de crescimento em meio liquido observamos que o isolado Mucilaginibacter sp. SAP B3
mostrou um crescimento maior em meios que continham NiSO4 do que NiCl,. Na presenca de NiCl, obteve-se
um crescimento nas concentracdes de 1 e 2 mmolL?, o que é igual ao crescimento sem a fonte de niquel (0
mmolL?). Entretanto, na presenca de NiSO, obteve-se um maior crescimento nas concentraces de 0,5 e 1
mmolL* do que sem a fonte de niquel (0 mmolL™). Observou-se também um crescimento bacteriano gradual
das concentraces de 2 e 4 mmolL?, apresentando uma fase Lag, fase em que a atividade bacteriana ndo é
detectada, mais longa do que na presenca do cloreto (Figura 2), apesar do cloreto ser mais toxico em relagdo
ao sulfato®®.

4 ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

Figura 2 — Curva de crescimento em microplaca do isolado Mucilaginibacter sp. SAP B3 em ambas
fontes de niquel NiSO4 (B) e NiCl2 (A). Apenas as fontes que mostraram crescimento foram
representadas. As barras de erro mostram o desvio padrdo das médias.
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As bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria sdo bastante diversas, se caracterizam pela tendéncia em formar
micélio, um emaranhado de filamentos ramificados denominados hifas'®. Assim, para o isolado Streptomyces sp.
LAT A10 ndo foi possivel realizar o crescimento em microplaca, pois apresentou uma formagdo muito
expressiva de micélios, o que em meio de cultura liquido dificulta a leitura da absorbancia. Nesse caso, a cultura
do meio liquido ndo de distribui de forma homogénea para a leitura nos aparelhos, gerando um alto desvio
padrdo (Figura 5).

Figura 3 — Curva de crescimento em microplaca do isolado Streptomyces sp. LAT A10 em meio de
cultura sem niquel. As barras de erro mostram o desvio padrao da média.
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CONCLUSAO

A partir das analises realizadas é possivel dizer que a bactéria do filo Bacteroidetes, o isolado Mucilaginibacter
sp. SAP B3, tem um grande potencial para realizar o processo de biorremediagdo. O fato do seu metabolismo
celular possuir um mecanismo de resisténcia que tolera e de alguma forma se beneficia com a presenca do
niquel, faz com que este isolado sobreviva a situagdes de estresse causado por este metal.

O isolado do filo Proteobacteria, Bradyrhizobium sp. LAT C8, ndo sdo recomendadas para realizar 0 processo
de biorremedia¢do, devido ao seu mecanismo de resisténcia ser associado a bombas de efluxo, que transporta
para fora da célula o niquel, metal de interesse.

Para o isolado Streptomyces sp. LAT A10 do filo Actinibacteria, ndo foi possivel avaliar a sua bioacumulagéo
pelos métodos realizados neste trabalho, devido a sua alta tendéncia em formar micélios.
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