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RESUMO

AVANZI, 1.R. Estudo da atividade microbiana na biorremediacao de metais toxicos na
Regiio Amazénica. 2016. 176 fls. Tese (doutorado) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia

Ambiental, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Nas ultimas décadas o crescimento industrial decorrente do desenvolvimento tecnoldgico e
outras atividades consideradas indispenséaveis a vida humana, estdo gerando graves problemas
ambientais, que estd despertando uma preocupacdo a nivel mundial. Dentre os varios
contaminantes os metais toxicos tém recebido atengdo especial, pela sua persisténcia ao
ingressar nos ecossistemas acumulando-se por toda a cadeia alimentar, uma vez que sdo
extremamente toxicos, mesmo em quantidades muito baixas. No Brasil, a legislagdo ambiental
vigente ja estabelece normas bastante rigorosas no que diz respeito ao descarte de aguas
contaminadas por metais toxicos. Para que o tratamento deste tipo de efluentes seja feito
adequadamente, e para que possam ser impostos limites maximos cada vez mais compativeis
com a sustentabilidade da vida moderna, torna-se relevante a preocupagdo com novas
tecnologias mais eficientes ¢ econdmicas que permitam a remog¢do de metais toxicos do
ambiente contaminado. Hoje o tratamento do ambiente contaminado ¢ realizado empregando-
se tecnologias convencionais baseadas em principios fisico-quimicos, as quais estdo sendo
consideradas ineficientes e economicamente inviaveis. Alternativamente, uma nova tecnologia,
a biorremediagdo, vem ganhando cada vez mais importancia, devido as vantagens que oferece:
simplicidade, eficiéncia e baixo custo. Para isto € necessario ser avaliada a utilizacdo de micro-
organismos resistentes e eficazes na remoc¢do do metal, pois, nesta fase sdo necessarios que
sejam selecionados organismos com caracteristicas favordveis ao processo. Dentro deste
contexto, a proposta desse projeto foi isolar e caracterizar micro-organismos de uma area de
mineragdo, avaliando os mecanismos e estratégias para o seu uso na remedia¢do de areas
contaminadas a fim de otimizar a sua capacidade de adsorver ions de metais toxicos, com vistas
a utiliza¢do destas bactérias para a biossor¢do de efluentes de mineragdo. Foram isoladas e
identificadas 105 cepas resistentes a cobre, destas 12 cepas foram capazes de crescer a 7.5 mM
de cobre. Experimentos de adsor¢do com metais toxicos (Cu, Cd e Ni1) mostraram que tais cepas
sd0 promissoras na ampliacdo de tecnologias para uma mineragdo menos impactante, como a
exploracdo de fontes de metais em baixa concentragdo, transformando o residuo em fonte de
extragdo economicamente vidvel e ambientalmente favoravel.

Palavras-chave: Metais toxicos, Cobre, Remediagao, Areas de Mineragao.



ABSTRACT

AVANZI, LR. 2016. Study of microbial activity in bioremediation of toxic metals in
Amazon Region; 176 p. Doctoral’s Degree thesis — Programa de Pds-Graduacido em Ciéncia

Ambiental, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Recently, technological development has been resulted in an industrial growth and has been
creating serious environmental problems as concern worldwide. Toxic metals have received
special attention among many others contaminants, because their persistence in ecosystems and
their capability of accumulation throughout the food chain (even in low amounts).
Environmental legislation in Brazil has very strict standards regarding discharge of toxic metals
contaminated water. For a successful treatment of such effluents, it is relevant to concern about
new technologies more efficient and economics to allow the removal of metals heavy from
contaminated environment. Today the treatment of contaminated area is carried out
conventional technologies based on physicochemical principles, which are inefficient and
uneconomical. Alternatively, a new technology, called bioremediation, is being more important
due to the advantages it offers: simplicity, efficiency and low cost. Bioremediation may be a
viable alternative for areas contaminated by toxic metals. It's needed to evaluate the use of
resistant and effective microorganisms in removing the metal, because it's required to be
selected organisms with favorable characteristics for the process. In this context, the aim of this
project is isolating and characterizing microorganisms from a mining area, evaluating the
mechanisms and strategies for using in the remediation of contaminated areas, in order to
optimize its adsorb heavy metal ions ability and use these bacteria for bioremediation of mining
effluents. This work isolated and identified 105 strains resistant to copper, 12 of them were able
to grow up to 7.5 mM copper, adsorption experiments with toxic metals (Cu, Cd and Ni) showed
that these strains are promising in expanding technologies for sustainable mining, such as the
exploitation of low concentration metal sources, turning waste into economically viable mining
and environmentally friendly.

Keywords: Toxic Metals, Copper, Remediation, Mining Areas.
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1 INTRODUCAO

Os metais toxicos, anteriormente chamados de metais pesados, t€ém sido utilizados
intensamente pelo ser humano apds a Revolucdo Industrial, aumentado a contaminacgio
ambiental, tornando-se um problema pertinente e motivo de intensa pesquisa. Mesmo com
novas tecnologias de reciclagem e que diminuem o desperdicio, a exploragdo de recursos
minerais que ainda se encontram no meio ambiente ¢ necessdria para suprir o constante
desenvolvimento tecnoldgico e social. A atividade de extragdo de recursos minerais estd, na
maioria das vezes, acompanhada por problemas ambientais como modificagdo do relevo,
degradacdo de habitat e também contaminacao de solo e de 4gua pelo aumento de concentragao
de metais livres no ambiente.

A responsabilidade pela gestdo ambiental, antes restrita aos profissionais de meio
ambiente, passou a abranger pessoas em todas as fun¢des da organizagao e ser coordenada por
geréncias ou diretorias, aumentando o compromisso da organizacdo. Para que haja discussao
de ideias entre as diferentes areas do conhecimento, indicadores ambientais cumprem o objetivo
social de melhorar a comunicagdo entre os tomadores de decisdo politica e a sociedade na
discussdo de temas complexos sobre os quais ha necessidade de um consenso social acerca da
estratégia de sua abordagem, como a politica ambiental.Neste sentido, os metais toxicos tém
recebido atengdo especial pela sua persisténcia ao ingressar nos ecossistemas acumulando-se
por toda a cadeia alimentar. Toxicos para uma grande variedade de organismos mesmo em
quantidades muito baixas, quando lan¢ados no ambiente, uma das formas de se espalharem ¢
alcangando o lengol fredtico. Os metais toxicos diferenciam-se dos compostos organicos
toxicos por nao serem degradaveis, de maneira que podem acumular-se no ambiente, no qual
manifestam sua toxicidade, fixando-se de forma final nos solos e sedimentos (OWENS, 1996).

O cobre ¢ um metal usado amplamente nas areas industrial e agricola, de forma que
pode ser acrescido ao meio a partir da disposic¢ao de residuos sélidos industriais ou domésticos,
uso de agroquimicos e aplica¢ao de dejetos animais e efluentes ao solo. Andreazza et al. (2013)

citam que em grandes concentragdes no solo, o cobre pode proporcionar carater toxico aos



23

vegetais. Para os seres humanos, a contaminag@o com cobre (Cu) leva a graves complicacdes a
saude, podendo causar cancer e at¢ mesmo a morte. No desejo de moldar a exploragdo de
minérios em formatos menos agressivos ao meio ambiente e direciond-la as metas do
desenvolvimento sustentavel, a busca por novas alternativas na darea de biotecnologia,
especialmente focados na preven¢ao da polui¢do ambiental e biorremediacao, estdo sendo cada
vez mais requisitadas.

A cidade de Canaa dos Carajas, apos a implantagdo do projeto de exploracdo de cobre
na Mina do Sossego e emancipag¢do politica tornou-se autonoma economicamente. (SOUZA,
2010). Apesar de sua estrutura socio espacial ser limitada, sua populagdo aumentou de 10.921
em 2000 para aproximadamente 30.000 habitantes em 2010 (CENSO, 2010) e de acordo com
as perspectivas de novos projetos no local de mineragdo, € possivel que este indice aumente
para 100.000 habitantes rapidamente (SOUZA, 2010). A Mina do Sossego ¢ a maior mina de
exploragdo de cobre do Brasil com capacidade para 140 toneladas anuais de cobre. Além da
extracdo do minério, a atividade de mineragdo produz uma lagoa de rejeitos cujos sedimento e
agua ali depositados apresentam baixas concentragdes de cobre metalico. Apesar de contida e
administrada, esta lagoa ¢ configurada como um impacto ambiental causado em plena regido
amazonica.

Ciente deste problema, alternativas de tratamento foram buscadas para sua
descontaminagdo levando-se em considera¢do o tamanho da lagoa, custo de tratamento e
resultados a serem alcancados. Dentro dos fatores levados em conta, a tentativa de
descontaminagdo escolhida foi através de biorremediagdo através da utilizagcdo da microbiota
local para este tratamento. Recentemente, uma revisdo sobre estudos de biorremediacdo foi
apresentada por Perpetuo et al. (2011), considerando esta técnica como uma alternativa viavel
para a recuperagdo de dreas contaminadas por metais toéxicos. No entanto, para que isto ocorra,
faz se necessario o isolamento de micro-organismos resistentes e eficazes na remog¢ao do metal,
e que também apresentem caracteristicas favoraveis ao processo, como a possibilidade de
concentracdo destes metais para posterior reaproveitamento.

Para organismos como plantas, fungos e bactérias, altas concentracdes de cobre
promovem uma pressao de sele¢do, mantendo somente os organismos resistentes neste local

contaminado (ANDREAZZA et al., 2013). Essa pressdo de selecdo pode ser utilizada para
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selecionar organismos resistentes a estas condi¢des, tornando-os alvos interessantes para usos
em processos de biorremediagdo.

Neste contexto, a proposta desse projeto ¢ de isolar e caracterizar micro-organismos
provenientes de lagoa de rejeitos uma mina de cobre, avaliando os tratamentos e estratégias de
adsorcdo para sua aplicabilidade na remediacdo de areas contaminadas. Como aprofundamento
da proposta, serdo estudados a sua capacidade de adsorver ions de metais toxicos pelas bactérias

selecionadas com vistas a utilizagdo para a biorremediagdo de efluentes de mineracao.
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2  OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi contribuir com as pesquisas relacionadas ao processo de

adsor¢@o de metais toxicos de ambientes contaminados e sua recuperacdo. Este trabalho foi

conduzido pelo isolamento, cultivo e caracterizacdo de micro-organismos a partir de amostras

ambientais (sedimento e agua), de lagoas de rejeitos de minas de cobre situadas na regido

amazonica.

Para tanto foram delineadas as seguintes etapas:

Isolar micro-organismos resistentes ao cobre;

Analisar as condi¢des de cultivo;

Testar a resisténcia dos micro-organismos frente aos metais;

Identificar as cepas através de biologia molecular classica (amplificacdo da
regido 16S rDNA por PCR) e por espectrometria de massa (MALDI Biotyper);
Testar a adsor¢do de metais toxicos em mesa pelas bactérias isoladas e
caracterizadas neste trabalho;

Analisar a influéncia do pH inicial na adsor¢do de metais toxicos (Cobre, Niquel
e Cadmio) e a influencia dos diferentes preparos da biomassa das cepas isoladas

durante a biossorcao;
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3 JUSTIFICATIVA

A justificativa para a realizacdo desta pesquisa estd baseada na ideia de que o proveito
econdmico que motivam o engajamento das empresas sobre as questdes relacionadas ao meio
ambiente, neste caso a partir da adog¢do de medidas economicamente viaveis para o
reaproveitamento de rejeitos, pode enriquecer o debate sobre a internalizagao dos desafios sobre
a relacdo entre empresas e a4gua, que emergiu recentemente.

A partir dos ultimos acidentes ocorridos em barragens de contencdo de rejeitos, é
importante enfatizar a necessidade de uma utilizagdo consciente dos recursos minerais. Estes
desastres causam danos a populagdo do entorno da barragem, além de econdmicos ao
empreendedor e danos ambientais irrepardveis. Além disso, o uso de técnicas de
reaproveitamento de rejeitos, diminui o consumo de agua e contribui para a reflexdo sobre os
caminhos possiveis que as empresas tém sinalizados para atenuarem no sentido do seu uso
sustentavel. Isso poderd direcionar os esforcos no desenvolvimento de ferramentas que
pretendam aproximar as empresas de questdes relacionadas ao meio ambiente e estimular a
parceria e cooperagdo entre diferentes setores, como o setor publico e cidadaos.

A contaminagdo de efluentes por metais tdxicos € motivo de preocupagido por promover
severos disturbios aos organismos e ecossistemas. A polui¢cdo do meio ambiente por metais
toxicos € decorrente, em sua maior parte, das atividades antropogénicas produtoras de residuos
que, via de regra, sdo descartados diretamente em ambientes aquaticos ou no solo, sem prévio
tratamento, levando ao acimulo de metais toxicos e causando perdas econdmicas, de
biodiversidade, além de sérios riscos a saude publica. Portanto, a busca por processos
remediadores que sejam economicamente vidveis e ecologicamente corretos tem se
intensificado nos ultimos anos € o uso de micro-organismos para biorremedia¢do se mostra
vantajoso, principalmente pelos baixos custos, quando comparado as técnicas fisico-quimicas

atualmente empregadas no tratamento de efluentes contendo metais.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tendo em vista a complexidade do tema, os aspectos sociais e a diversidade de fatores
fisico-quimicos e bioldgicos atuantes em dareas contaminadas por metais toxicos, a revisao
bibliografica foi realizada objetivando demonstrar de forma sucinta o comportamento dos
metais, os processos de remediacdo e como eles afetam diretamente a populagao.

Para este estudo, como alternativa para descontaminacdo de passivos ambientais foi
escolhida a técnica de biossor¢do. Desse modo, os principais aspectos envolvidos na
biorremediacdo de areas contaminadas com metais toxicos, como os danos causados pela
mineragdo, a toxicologia do cobre, as fontes de polui¢do, os mecanismos bioldgicos de
resisténcia e as estratégias para o uso de micro-organismos ¢ de plantas para a remediagdo de

areas contaminadas por metais foram objetos da presente revisao.

4.1  Mineragido e sua relacdo com o desenvolvimento sustentavel

Minerar ¢ uma das atividades mais primitivas exercidas pelo homem como fonte de
sobrevivéncia e producdo de bens sociais e industriais, porém tem sido uma das menos aceitas
dentro do novo conceito de desenvolvimento sustentavel (ASSIS; BARBOSA; MOTA, 2011).
A utilizacdo de metais pela atividade antrdpica tem sido intensa e continua e, portanto, t€m-se
aumentado a contaminag¢io ambiental, tornando-se um problema pertinente e motivo de intensa

pesquisa. No mundo moderno ¢ inegdvel que a mineragcdo assume importancia decisiva para o
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desenvolvimento econdmico e social, pois o minério extraido da natureza € encontrado nos mais
diversos objetos de utilizagdo didria (KOPEZINSKI, 2000).

Segundo o relatério “Nosso Futuro Comum”, langado em 1987 (também conhecido
como "Relatorio Brundtland"), o conceito de desenvolvimento sustentavel ficou estipulado
como "o atendimento das necessidades do presente sem comprometer a possibilidade das
geracdes futuras atenderem as suas proprias necessidades"(WCED, 1987). Neste conceito
foram embutidos pelo menos dois importantes principios: o de necessidades e o da nogao de
limitagdo. O primeiro trata da equidade (necessidades essenciais daqueles socialmente
vulneraveis) e o outro se refere as limitagdes que o estagio da tecnologia e da organizagao social
determinam ao meio ambiente (WCED, 1987).

Para atingir as metas de desenvolvimento sustentdvel, ¢ indispensavel o manejo racional
dos recursos naturais, o que exige o emprego de novas tecnologias. Entre as tecnologias que
apresentam potencial para contribuir para o desenvolvimento sustentavel, a biotecnologia tem
muito a oferecer, especialmente no campo de prevencao da poluicdo ambiental.

A atividade de mineracdo produz consideravel impacto ambiental em relagdo a
qualidade das dguas dos rios e reservatérios da mesma bacia a jusante do empreendimento.
Devido a sua natureza de remogdo e processamento do solo concentrado com minérios,
sedimentos finos em suspensdo alcancam corpos d’dgua provocando turbidez, o que pode
causar menor penetracdo da luz influenciando principalmente no desenvolvimento de
organismos fotossintetizantes. Outro impacto esta relacionado com a polui¢cdo causada por
substancias lixiviadas, carreadas ou contidas nos efluentes das areas de mineragdo, tais como
oleos, graxas e principalmente metais toxicos. Estas substincias atingem diretamente os seres
vivos contaminando os organismos em contato direto com o poluente (caso de 6leos e graxa) e
indiretamente através das cadeias alimentares (caso dos metais toxicos), que se espalham no

meio ambiente com caracteristicas acumulativas(PEREIRA, 2004).
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4.1.1 Indicadores ambientais

Para aplicar o conceito de desenvolvimento sustentavel torna-se fundamental o
estabelecimento de indicadores, objetivos e metas que possam dar a medida do desempenho de
um pais em matéria de sustentabilidade.

Com objetivo de transformar uma realidade complexa em um conceito de facil
entendimento, os indicadores buscam realizar um diagndstico, servem para indicar uma dire¢ao
e também podem servir como um recurso que torna um fendmeno ou uma tendéncia que nao
seja imediatamente detectavel mais perceptivel (BELLEN, 2004).

Alguns autores destacam as vantagens e limitacdes decorrentes da utilizacdo destas
ferramentas, mostrando que qualquer sistema que procure medir o grau de sustentabilidade de
um determinado processo deve observar determinados aspectos (HARDI; ZDAN, 1997;
CHAMBERS; SIMMONS; WACKERNAGEL, 2000).

Viana (2012) elaborou o chamado Indice de Sustentabilidade na Mineracio (ISM) que
¢ utilizado para aferir a sustentabilidade de minas a partir de 70 indicadores dispostos nas trés
dimensoes da sustentabilidade: econdmica, social e ambiental. Esses indicadores ndo se limitam
apenas ao ambiente interno da empresa, mas refletem o desempenho desta em relagdo ao
ambiente, as comunidades em seu entorno e o municipio no qual a empresa estd inserida. O
modelo levou em consideracdo as metodologias de aferi¢do de sustentabilidade ja existentes,
agrupando os indicadores de forma similar até a elaboragdo o Indice de Desenvolvimento
Sustentavel (IDS). Na dimensao econdémica, Viana (2012) levou em considera¢do os riscos
originados pela atividade mineraria, na dimensao social foram consideradas as condi¢des de
trabalho e da influéncia da atividade produtiva de minerac¢ao proxima as comunidades. E quanto
a dimensdo ambiental, os aspectos considerados foram a gestdo de efluentes e dos residuos
gerados, e quais medidas de gestdo ambiental sdo efetivamente adotadas com vistas a reduzir o

impacto gerado pela atividade produtiva de mineragao.
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A utilizacdo de indicadores ambientais estimula um maior comprometimento das
industrias mineradoras, com uma gestdo voltada para a sustentabilidade e que vise minimizar
os impactos causados pela sua atividade, denotando também um fator primordial para a

competitividade do setor.

4.1.2 Gestdo de residuos da mineragao

As barragens para disposicao de rejeitos e as pilhas de estéril sdo elementos estruturais
usualmente presentes nas atividades do setor de mineracdo que representam grandes riscos e
podem causar impactos a seguranga das pessoas € ao meio ambiente (IBRAM, 2012).

Os demais residuos das atividades de mineracdo e processamento de minérios sio
usualmente em menor quantidade (quando comparados a quantidade de rejeito e estéril).
Entretanto, podem compreender residuos perigosos e, devido a localizagcdo frequentemente
remota das operagdes, contar com poucas alternativas para disposi¢ao final adequada.

O tema de gestdo de residuos de processos, em especial rejeitos da mineracio, gerou
iniciativas do Ibram, como a criacdo em 2008 do Programa Especial de Seguranga em
Barragens de Rejeitos. Segundo dados do Ibram (2012) embora existam mineradoras com alto
desempenho na gestdo de barragens, o quadro geral ¢ de preocupagao, pois falta conhecimento
dos principais conceitos técnicos sobre a gestdo de seguranga de barragens de rejeitos nos varios
niveis operacionais dos empreendimentos além da dificuldade de monitoramento das barragens
pelos orgaos fiscalizadores.

Embora haja dominio das técnicas de construcao e das ferramentas de monitoramento,

ainda ha falhas vinculadas a gestdo da seguranca de barragens. Estado de conservacdo das
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estruturas, auséncia de procedimentos de monitoramento, ou ineficiéncia deles sdo exemplos
de causas de acidentes relacionados a gestdo da seguranca das barragens.

Especialistas apontam que a maioria dos acidentes e incidentes também decorrem da
falta da aplicag@o de tecnologias ja consagradas por parte de empresas e também por falhas na
fiscalizacdo do poder publico (SILVA; RIBEIRO, 2005). Ha espago, portanto, para aperfei¢oar

o papel desempenhado pelos dois lados envolvidos diretamente na questao.

4.2 Minerag¢ao no Brasil

A economia brasileira tem aumentado o nivel de consumo de matéria-prima mineral
apesar da crise internacional. Em 2012, o mercado brasileiro de minerag¢do era dominado por
aproximadamente 15 empresas, tanto de capital de origem internacional como nacional
(ROCIO et al., 2012). A produgdo de minério de ferro e das outras principais commodities
minerais estd concentrada em poucas empresas, acompanhando a tendéncia mundial do setor
de mineragdo, muito intensivo em capital. Além de ser um dos maiores exportadores mundiais
de minério de ferro, o Brasil ¢ também exportador liquido de praticamente todos os metais nao
ferrosos (ROCIO et al., 2012). A excec¢do ¢ o cobre, que ¢ importado nas formas de minério
concentrado, catodo, fios e cabos. O cobre destaca-se por sua diversidade de aplicacdes e pela
alta taxa de crescimento da demanda no pais e no mundo nos ultimos anos, apesar de sua
industria ter recebido poucos investimentos nos anos recentes no Brasil e desde o inicio da
década passada, o consumo efetivo de cobre refinado tem apresentado crescimento
significativo. Acredita-se que a tendéncia para os proximos anos ¢ de aumento do consumo

desse metal, em fun¢@o da construcdo de hidrelétricas e da expansdo de segmentos de energia
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elétrica, construgdo civil, circuitos eletroeletronicos, motores elétricos, componentes
automotivos, entre outros (RODRIGUES DA SILVA ENRfQUEZ, 2009).

Desde os anos 80, acompanhando a institucionalizagdo crescente das questdes
ambientais no mundo, o Brasil vem estruturando um marco regulatério bastante vasto para tratar
dos temas ambientais ligados a mineragdo (ROCIO et al., 2012). Sdo exemplos disso os drgaos
especialmente criados para lidar com o assunto, tais como o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), as Secretarias Estaduais e
Municipais de Meio Ambiente, Conselhos Estaduais e Municipais de Meio Ambiente, entre
outros, bem como as resolu¢des do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), em
particular as resolugdes 001/1986 ¢ 237/1997, que tratam da exigéncia dos Estudos de Impacto
Ambientais (EIAs) e demais instrumentos de comando e de controle como Relatdrios de
Impactos Ambientais (RIMAs), Planos de Controle Ambientais (PCAs), Relatorios de Controle
Ambientais (RCAs), planos de monitoramentos, planos de fechamento de mina, apresentacao
dos estudos em audiéncias publicas, aprovagdo pelos conselhos estaduais e municipais de meio
ambiente, entre outros (RODRIGUES DA SILVA ENRIQUEZ, 2009). Além desses
instrumentos coercitivos, ha também mecanismos indutores de mercado que exercem forte
pressdo para uma atitude ambientalmente mais proativa, por parte da industria mineral, tais
como as negociacdes de agdes das companhias mineradoras em bolsas de valores, além de
instrumentos voluntarios ¢ de comunicacdo como a adesdo aos 2 programas de certificacdo
ambiental internacionais (ISO 14.000 e NOSA) que contribuem favoravelmente para que as
grandes companhias mineradoras assumam maior compromisso com a dimensdo ambiental do
desenvolvimento sustentivel (RODRIGUES DA SILVA ENRIQUEZ, 2009).

No Brasil, muito mais do que a base produtiva, os municipios mineradores se
diferenciam por sua localizacdo regional. O estudo feito por Rodrigues da Silva Enriquez
(2009), verificou uma forte associagdo entre a idade da mina, o seu potencial de impacto
ambiental e a localizacdo geografica. As minas mais antigas t€m muito mais passivos, nao
somente por causa da idade, mas, principalmente, pelo descaso com o meio ambiente. As minas
mais jovens, via de regra, j4 nascem incorporando principios de gestdo ambiental e, portanto,
tém menor potencial de gerar passivos ambientais graves. A tendéncia histérica da atividade
mineradora no Brasil ¢ se expandir para a regido Norte, cujo territdrio estd ainda pouco

explorado. Muitas das minas das regides Sudeste e Sul ja estdo em fase de esgotamento. No
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entanto, os crescentes precos de commodities minerais vém alcangando nos ltimos anos, tem
permitido o aumento da vida 1util da mineragdo nessas regides (RODRIGUES DA SILVA
ENRIQUEZ, 2009).

4.3 Acidentes na Industria da Mineragao

A mineragdo pode causar impactos sérios, as vezes, irreversiveis, ao meio ambiente —
desde a agua, o ar, o solo e seres vivos — e a vida das pessoas que vivem proximas a regido em
que esta localizada, ou diretamente aqueles que trabalham para ela, alguns nunca relatados
oficialmente. Na presente revisdo bibliografica destaca-se os principais acidentes ocorridos
mundialmente:

e Honkeiko, China (1942): pais com maior nimero de acidentes na mineragao de carvao,
este episodio matou cerca de 1.600 pessoas e deixou suspensa uma grande quantidade

de pd de carvao pela regidao (LOPES, 2016);

e Chasnala, India (1975): mina de carvdo explodiu e sete milhdes de litros inundam a

caverna com 372 mortos (ASHUTOSH, 2012);

e Roménia (2000): substancia utilizada para purificar metais preciosos, o cianeto vazou e
contaminou os rios proximos a regido de Baia Mare com metais téxicos (BUCHAREST

et al., 2000);

e Minas Gerais, Brasil (2007): vazamento de lama toxica pela Mineradora Rio Pomba

Cataguazes, atingiu cidades de Minas Gerais ¢ do Rio de Janeiro, deixando grande

numero de familias desabrigadas, com dois bilhdes de litros de residuos contaminados

de bauxita(LOPES, 2016).
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e [stambul (2014): incéndio em mineradora de carvao mata 245 trabalhadores e deixa
escapar alta concentracdo de mondxido de carbono no ar (“Explosido de mina de carvao
mata centenas de trabalhadores na Turquia”, 2014);

e Minas Gerais, Brasil (2015): rompimento de uma barragem da mineradora Samarco,
devastando o distrito de Bento Rodrigues, causando impactos ambientais irreversiveis

(SANTOS, 2016).

4.4  Canai dos Carajas

Canaa dos Carajas, no Sudeste do estado do Pard, distante 760 km da capital, com uma
area de 3.053,85 km?, tem a origem de seu nome na Biblia, e significa “Terra Prometida”. Sua
populagdo iniciou-se nos anos 80 devido a um assentamento agricola, era distrito de
Parauapebas, do qual se emancipou em outubro de 1994. Canaa est4 localizada na regiao de
Carajas, na microrregido de Parauapebas, em um territério formado por seis municipios, que

integram um "arco imaginério" da mineragdo, conforme Figura 1 a seguir.
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Regiio de Canai dos Carajas -PA
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Figura 1 Canai dos Carajas e municipio do entorno. Fonte: Adaptado de IBGE (www.ibge.gov.br).

Sua economia € baseada em agricultura e pecudria (SOUZA et. al., 2010). As grandes
mudancas aconteceram em func¢do da exploracdo comercial de Minério de cobre pela Cia Vale
do Rio Doce a partir de julho de 2003. Instalando-se no municipio a partir de entdo, a Vale,
como ¢ hoje conhecida, impulsionou Canaa dos Carajds que atualmente apresenta um grande
crescimento tanto economico quanto demografico (DUARTE et al.,2008).

“Para se ter uma ideia do que representa o
municipio em termos potenciais, ali existem minas
de diamantes, bauxita, niquel vermelho, cobre e
ouro. ” (DUARTE et al.,2008).

Um dos motivos que levou a imigragao desta populacdo para este municipio foi a busca

por melhores condi¢des de vida, a busca por emprego. As estratégias de territorialidades, que
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os atores sociais consolidam no territorio paraense, originaram uma rede de relagdes sociais que
tornaram suas relagdes de poder mais solidificadas. Nesse contexto, as estratégias territoriais e
o conjunto de atores sociais sdo indutores para que os recortes espaciais precisem considerar as
particularidades sociais econdmicas das sociedades historicamente excluidas do poder de

decisao(SOUZA, 2010).

4.5 Metais toxicos

Sao considerados metais toxicos os elementos quimicos com massa atdmica maior que
22 e densidade superior a 6g/cm® (ALLOWAY, 1995). Dentre os principais metais associados
a contaminagdo do meio ambiente que oferecem perigo potencial ao ecossistema estdo: cobre
(Cu), zinco (Zn), prata (Ag), chumbo (Pb), merctrio (Hg), arsénio (As), cadmio (Cd), cromo
(Cr), estroncio (Sr), césio (Cs), cobalto (Co), niquel (Ni), talio (T1), estanho (Si) e vanadio (V)
(SZE; LU; WONG, 1996; WANG; CHEN, 2006).

Os metais também sdo imprescindiveis para a vida, atuando como micronutrientes para
organismos vivos e também usados em pesticidas para a agricultura (Cu e Zn); Ag, na
fabricacdo de farmacos para tratamentos de queimaduras; Pb, na producdo de baterias,
pigmentos e aditivos para o petrdleo; Hg, para fabricacdo de equipamentos elétricos, tintas,
termometros, fungicidas, cosméticos e na extracdo do ouro; As, na producdo de conservantes
de madeira e pesticidas; Cd, um inevitavel subproduto da extracdo de Zn, é muito empregado
na fabricacdo de equipamentos eletronicos, pigmentos (amarelo e vermelho), baterias e como
estabilizante de plasticos; Cr, presente nos efluentes das industrias de couro, tintas, téxtil e
fertilizantes; Sr e Cs sdo manipulados em industrias nucleares (ROANE; JOSEPHSON;
PEPPER, 2001; ADAMIS et al., 2003; JARUP, 2003; WANG; CHEN, 2006).
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Além disso, atualmente, cresce assustadoramente o chamado “lixo tecnoldgico”, tais
como televisores, celulares, pilhas e componentes de informdtica que acabam sendo
descartados, como resultado da troca por modelos mais novos e sofisticados. O problema ¢ que
tais equipamentos contém muitas substancias perigosas e toxicas, principalmente metais téxicos
que, se ndo forem corretamente descartados, atingem lengois fredticos e solos, contaminando o
ambiente e suscitando sérias preocupagdes sobre o manejo desta nova forma de lixo (BABU;
PARANDE; BASHA, 2007).

A contaminagdo de efluentes por metais toxicos € motivo de preocupacdo por promover
severos distirbios aos organismos e ecossistemas. A poluicdo do meio ambiente por metais
toxicos € decorrente, em sua maior parte, das atividades antropogénicas produtoras de residuos
que, via de regra, sdo descartados diretamente em ambientes aquaticos ou no solo sem prévio
tratamento. Esta disposi¢ao direta provoca o acumulo de metais toxicos e causa perdas
econdmicas, de biodiversidade, além de sérios riscos a saude publica.

Existe um fluxo reverso de logistica, do ponto de consumo até o ponto de origem, que
precisa ser gerenciado. H4 uma clara tendéncia de que a legislagdo ambiental caminhe no
sentido de tornar as empresas cada vez mais responsaveis por todo ciclo de vida de seus
produtos. Isto significa ser legalmente responséavel pelo seu destino apds a entrega dos produtos
aos clientes e do impacto que estes produzem no meio ambiente(LACERDA, 2011). As
iniciativas relacionadas a logistica reversa tém trazido consideraveis retornos para as empresas.
As mineradoras possuem grande potencial em lucrar com esta ferramenta, pois 0 mesmo metal
responsavel pela contaminacdo de rios e lagos, se retirado do meio ambiente através de técnicas
vidveis ambiental e economicamente (como a adsor¢@o proposta neste trabalho), tem grande
valor de mercado, e pode transformar lagoas de rejeitos em fonte de matéria prima.

Dentre os metais toxicos existentes, este trabalho estudou a adsorcao de 3 deles: o Cobre
(por ser o principal metal encontrado na Mina do Sossego), o Cadmio e o Niquel (pela grande
aplicabilidade destes metais em baterias NiCd, sua toxicidade ao meio ambiente e pelo seu alto

valor de mercado).
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4.5.1 Niquel

Niquel ¢ um metal que ocorre no solo, dgua, ar e na biosfera (HERTEL; MAASS;
MULLER, 1991). O niquel, que é emitido para o ambiente através de processos naturais e
antropicos, ¢ circulado por todos os compartimentos ambientais através de processos fisicos e
quimicos e ¢ transportado biologicamente por organismos vivos. As fontes primadrias de
emissdo de niquel para o ambiente sdo: combustdo de carvdo e dleo para aquecimento ou
geracdo de energia; incineragdo de residuos e lodo de esgotos, mineragdo e producdo primdria
de niquel, manufatura do aco, e outros (HERTEL; MAASS; MULLER, 1991).

O niquel ¢ um dos mais importantes metais de adi¢do as ligas, sejam ferrosas, sejam
nao-ferrosas em razdo de suas propriedades - alta resisténcia a corrosdo e oxidacdo, moderada
condutividade elétrica e térmica, elevada resisténcia e tenacidade a altas temperaturas -,
(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2007).

No mundo atual, o niquel é empregado em uma grande variedade de produtos dos
setores de bens de consumo duréveis, industrial, militar, transporte, aeroespacial, maritimo, e
aplicacdes arquitetonicas. O niquel € aplicado eletroliticamente como fina cobertura ao ago, no
processo conhecido como niquelagem, se fazendo presente nos utensilios domésticos e em
inimeros outros artigos do dia a dia do homem moderno (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2007). Mas a maior parte do uso do niquel ¢ como elemento de liga com o cromo
e outros metais nos acos inoxidaveis. A industria de ago inoxidavel € a principal consumidora
do niquel, sendo responsavel por cerca de 62% do niquel consumido no mundo. O restante ¢é
usado na fabricacdo de ligas ferrosas e ndo-ferrosas, baterias, niquelagem, etc. A Figura 2

mostra a distribui¢do do consumo global do niquel, em 2006, de acordo com a Vale.
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CONSUMO GLOBAL DE NiQUEL
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Figura 2 Distribui¢do do consumo global do niquel de acordo com a Vale. FONTE: Ministério de Minas ¢ Energia
(2007)

Nos rios e lagos o niquel € transportado principalmente na forma aderida a superficie
das particulas e em associagdo com matéria organica. Dependendo do tipo de solo, o niquel
pode apresentar uma alta mobilidade dentro do perfil do solo e finalmente alcangar a dgua
subterranea e a 4gua superficial de rios e lagos (HERTEL; MAASS; MULLER, 1991).

O niquel pode ser absorvido por seres humanos e animais pelo pulmao, ingestao ou pela
pele e estd diretamente relacionado a solubilidade de seus compostos (FELLER, 2014). A
exposi¢ao dérmica ao niquel ¢ importante devido a indu¢do e manutengdo de reacdo alérgica

produzida em individuos hipersensiveis causada por contato diario da pele com objetos
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niquelados ou ligas que contenham niquel, por exemplo: joias, moedas, clips, € outros
(HERTEL; MAASS; MULLER, 1991).

A maior acumulagao de niquel ocorre nos rins, glandulas enddcrinas, pulmdes e figado,
quando a administracdo de sais de niquel € via parenteral. Efeitos cronicos como as rinites,
sinusites, perfuracdo do septo nasal, asma, fibrose pulmonar, displasia nasal, tem sido relatados
por exposicao de trabalhadores via inalagdo, além de alergia, conjuntivite, e irritacdo pulmonar
cronica (HERTEL; MAASS; MULLER, 1991). A hipersensibilidade por contato com niquel,
por exposi¢ao ocupacional ou da populagdo em geral a compostos soluveis do metal, resulta em
eczema nas maos e em diversas partes do corpo, mesmo que ndo tenha tido contato direto com
o metal além de sensa¢@o de queimagao e irritagdes na pele(FELLER, 2014). O niquel ja teve
sua confirmagdo como agente carcinogénico para o homem (FELLER, 2014) apresentando alto
risco de provocar cancer do pulmao e cancer nasal, enquanto que cancer renal, gastrico, ou da
prostata e sarcomas em tecidos tém sido relatados apenas em trabalhadores envolvidos com o
metal

As plantas terrestres absorvem o niquel do solo, principalmente através das raizes, fato
que ocorre em fungdo de varios parametros geoquimicos e fisicos, incluindo o tipo de solo, seu
pH e umidade, o contetido de matéria organica e a quantidade de niquel disponivel. Niveis de
niquel acima de 50 mg/kg (peso seco) sdo toxicos para muitas plantas e ¢ possivel observar a
bioacumulagdo e os efeitos toxicos em vegetais que crescem tanto em solos de locais de
tratamento de lodo de esgoto quanto em vegetagdo proximas a estas fontes de emissao de niquel

(HERTEL; MAASS; MULLER, 1991).
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4.5.2 Cadmio

O cadmio (Cd) ¢ um elemento metalico pertencente ao grupo 12 da tabela periodica,
juntamente com zinco e mercurio, de numero atdmico 48 e massa atomica 112,4 g. Raramente
¢ encontrado em estado puro, ou seja, quase sempre esta presente em varios tipos de rochas e
solos e na agua, bem como no carvao e no petroleo. Entre estas fontes naturais, zinco, chumbo,
e minério de cobre sdo as principais fontes de cddmio (DOBSON, 1992).

O grande uso das baterias de niquel-cddmio (NiCd) contribuiram para um aumento
significativo da contaminagao ambiental a partir dos anos 40. Outros usos industriais do cddmio
como a industria de pigmentos, reagentes para a fabricagcdo de plasticos, soldagens de juntas e
de placas de circuitos eletronicos, atividades de mineragao de cobre, niquel e zinco, produgao
de fertilizantes ¢ a queima de combustiveis fosseis também contribuiram para esta
contaminagio (GUIMARAES et al., 2008).

A porta de entrada do Cd na cadeia alimentar sdo as plantas. Diferente de outros metais
toxicos, o Cd no solo € mais facilmente absorvido pelas raizes das plantas, sendo este fenomeno
mais pronunciado em solos acidos (GUIMARAES et al., 2008). O cadmio e seus compostos
sdo considerados muito perigosos ao meio ambiente e a0 homem pois se acumulam na cadeia
alimentar e promovem danos irreversiveis a saide humana. O cadmio foi classificado pela
“International Register of Potentially Toxic Chemical of USA” como espécie quimica altamente
perigosa ao planeta e estd entre os produtos quimicos mais toxicos, persistentes e acumulativos
que existe (CARDOSO; CHASIN, 2001).

O homem se expde a contaminacdo de Cd através da ingestdo de produtos agricolas ou
horticolas. Tal metal provocam lesdes no sistema renal, respiratorio, cardiovascular,
hematoldgico, esquelético, digestivo e hepatico. Diversos trabalhos na literatura citam altas
concentragdes de Cd encontradas nos rins, em niveis maiores do que aqueles encontrados nos
alimentos ingeridos, caracterizando um processo de acumulacdo de Cd no corpo humano,
processo presente também em outros animais (GUIMARAES et al., 2008), o trabalho feito por

Johri, Jacquillet & Unwin (2010) relaciona a exposi¢do ao Cd com o desenvolvimento de
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insuficiéncia renal e outras doengas como hipertenso e diabetes. Ja4 Thévenod (2003) estudou
a nefrotoxicidade causada pelo cddmio, que pode causar a Sindrome de Falconi.

Na literatura, ha alguns procedimentos descritos para a remog¢io de Cd*? contido em
corpos d’agua, através do emprego de plantas aquaticas do tipo aguapé (OLIVEIRA et al.,
2001) , bagaco de cana de acucar e serragem (ALBERTINI; CARMO; PRADO FILHO, 2001),
leveduras da classe Saccharomyces cerevisiae (ALBERTINI; CARMO; PRADO FILHO,
2001; MARIANO-DA-SILVA; BASSO, 2004), vinhaga (MARIANO-DA-SILVA; BASSO,
2004) e micro-organismos da familia Pseudomonas aeruginosa (ADAMIS et al., 2003; SINHA;
MUKHERIJEE, 2009).

4.5.3 Cobre

O cobre ¢ considerado um metal de transicao, e pertence ao grupo 11 da tabela periddica,
possui numero atdmico 29 (29 prétons e 29 elétrons) e massa atomica de 63,54 g. A temperatura
ambiente o cobre encontra-se no estado solido, ¢ um dos metais mais importantes
industrialmente, de coloracdo avermelhada, maleavel ¢ bom condutor de eletricidade.
(ANDREAZZA et al., 2013).

O cobre ¢ um elemento essencial a todos os seres vivos, inclusive aos humanos, pois
atua como cofator de uma série de metaloenzimas envolvidas na formacdo da hemoglobina e
no metabolismo de carboidratos, xenobidticos e drogas, bem como nos mecanismos de
prevengdo a oxidacdo celular (ATSDR, 2004). O cobre ¢ um dos metais cuja concentragdo ¢é
controlada pela legislacdo brasileira nos efluentes, o qual se situa em um limite de 1 mg L
(CONAMA, 2011).

O cobre ¢ um 6timo condutor, e tem como principal aplicag@o a transmissdo de energia

(DNPM, 2015). Por isso ¢ muito usado nos setores elétrico e da construcao civil (responsaveis



43

pela maioria do consumo mundial de cobre) o metal também tem outras diversas aplicagdes em
componentes de bens de consumo. A Figura 3 mostra a distribui¢do percentual do consumo do
cobre por setor no mundo.
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12%
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Figura 3 Grafico do consumo de cobre no mundo. Fonte: CRU GROUP ( 2011).

Em 2013, a industria brasileira do cobre, incluindo a de concentrado, de refinado, de
semimanufaturados e o de condutores elétricos, apresentou em 2013, segundo o
SINDICEL/ABC, faturamento de US$ 17,53 bilhdes e 24.230 postos diretos de trabalho, devido
ao aumento da utiliza¢do do metal em territorio nacional por conta das obras de infraestrutura

para Copa do Mundo (DNPM, 2015).
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O cobre ¢ um metal essencial necessario como elemento-trago nos processos

fisioloégicos e bioquimicos (LEHNINGER; COX, 2011). Nos animais, o cobre, atua

participando de processos fisioldgicos, como, por exemplo: 1) na cadeia respiratoria, fazendo
parte do complexo citocromo oxidase (MURRAY et al.,, 1988; CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2006; LEHNINGER; COX, 2011); 2) para sintese de hemoglobina, o cobre ¢ um
1991); 3) no

constituinte de eritrocupreina no eritrécito (revisto por SORENSEN,

aproveitamento adequado do ferro; 4) na sintese do colageno e da elastina; e 5) esta presente

no centro ativo da lisil oxidase, enzima que produz interligacdes entre as cadeias polipeptidicas

(LEHNINGER; COX, 2011). Contudo, quando em altas concentragdes e por periodos

prolongados de exposicdo, esse elemento-traco apresenta efeito toxico, podendo causar a morte.

A Figura 4 mostra um esquema simplificado da circulagdo geral do metal no corpo.
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Figura 4 Esquema simplificado da circulagdo geral do cobre no corpo humano (AZEVEDO et al., 2003)
modificado de SARGENTELLI; MAURO; MASSABNI (1996).
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O alimento que contém cobre ¢ digerido no aparelho digestivo do individuo, o cobre
assimilado €, entdo, distribuido para os tecidos, plasma, globulos e figado. Esse processo ¢
chamado de fluxo normal de cobre (AZEVEDO et al., 2003). Pequenas mudancas podem ser
despreziveis e nao leva a maiores complicagdes. Todavia, grandes alteragdes podem provocar
graves disturbios e até doengas. Essas ultimas podem ser decorrentes tanto do excesso como
também da falta de cobre, causando a hiper e hipocupremia, respectivamente. A mais conhecida
enfermidade decorrente dos distarbios do metabolismo do cobre ¢ a degeneragdo
hepatolenticular ou doenca de Wilson que, a primeira vista, parece tratar-se de um caso de
hipercupremia. Os sintomas apresentados pelos pacientes sdo: peso do lado direito do corpo
(dilatagdo da cépsula do figado), dores ao correr e andar (alteragdes musculares), mudanga na
cor da pele para amarela (alteracdo da funcdo bioquimica do figado), e tremores fortes nos
dedos (alteragdes nervosas) (SARGENTELLI;, MAURO; MASSABNI, 1996). Segundo
Bezerra (1995), os sintomas da doenga de Wilson caracterizam-se pela precipitagdo do metal
nas corneas e pela destrui¢do do figado e do tecido nervoso.

O metabolismo do cobre pode ser considerado como um fator de risco. Segundo
WAGGONER et al. (1999), o cobre esta associado a doengas neurodegenerativas, como:

doengas de Menkes, doengas de Wilson, aceruloplasminemia, esclerose e doenga de Alzheimer.

4.5.3.2 A importancia do cobre para a economia

Por ser um 6timo condutor, o cobre tem como principal aplicagdo a transmissdo de
energia. Assim, além de muito usado nos setores elétrico e da construcdo civil, responsaveis
por 60 % do consumo mundial de cobre, o metal tem diversas aplicagdes em componentes de

bens de consumo, de maquinas e equipamentos e de meios de transporte.
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O estado do Para possui as maiores reservas de minério de cobre do Brasil, localizadas
no distrito de Carajas, em Marabd, apresentando uma quantidade total de 853.140.341 t. As
reservas somam 618.108.992 t, com teor médio de 0,93% de cobre, correspondendo a 5.767.411
t de cobre (DPNM, 2001).

O Brasil mostra-se bastante competitivo na mineragdo do cobre, apesar dos custos de
processamento da fase metalica serem pouco competitivos no pais. A atualizagdo tecnoldgica
das empresas associadas as economias de escala podem acarretar uma redugdo significativa dos
custos médios unitarios, e estes, quando somados aos baixos custos da mineragdo, podem levar
aum grande aumento da competitividade da industria de cobre (ROCIO et al., 2012). Contudo,
também ¢ necessario repensar, politica e economicamente, os territorios paraenses € inovar na
inclusdo de outros canais de participagdo das sociedades nas formas de desenvolvimento e na

producao de tecnologias proprias do local (SOUZA, 2010).

4.5.3.3 O cobre em organismos e mecanismos de resisténcia

A interacdo entre micro-organismos e metais tdxicos vem ocorrendo desde o inicio da
vida no planeta, ha 4 bilhdes de anos, o que permitiu a evolugdo de sistemas bioldgicos de
resisténcia permitindo a sobrevivéncia em ambientes contendo elevadas concentragdes de
metais (VALLS; DE LORENZO, 2002a; SILVER; PHUNG, 2005).

A estrutura complexa dos micro-organismos pode implicar em muitas maneiras de
biossor¢do do metal. Existem diferentes mecanismos de biossor¢do e eles ainda ndo sdo
totalmente compreendidos. Segundo Perpetuo et al. (2011), eles podem ser classificados de
acordo com varios critérios (Figura 5). O transporte de metal através da membrana celular
produz um acumulo intracelular, que ¢ dependente do metabolismo da célula, o qual reage na

presenca de um metal toxico. Enquanto que na biossor¢do ndo-dependente do metabolismo, a
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adsor¢do de metais ocorre por meio da interagdo fisico-quimica entre o metal e os grupos
funcionais presentes na superficie da célula microbiana, ou seja, o processo ¢ baseado em
adsor¢do fisica, troca i6nica ou sor¢do quimica. Tais mecanismos também podem ser

classificados quanto ao meio, podendo ser: intracelular, extracelular ou na membrana da célula
(PERPETUO et al, 2011).

a) Mecanismos
de Biossorgao

/ \

l Dependente do metabolismo ] I N&o dependente do metabolismo
Transporte através da =TI Adsorgéo Troca =
membrana celular Preskitacto fisica ionica _Complexagao

b)
Mecanismos
de Biossorgido
Acumulagio intracelular I Superficie da membrana celular Meio extracelular
/ adsorgdo  precipitagao adsorgio / precipitagdo

Transporte através da I Troca i6nica I l Complexagéo I Adsorgéo Precipitagio
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Figura 5 Mecanismos de biossor¢do a) Classifica¢io de acordo com a dependéncia do metabolismo celular, b) a
classificagdo de acordo com a localizagdo do metal removido no interior da célula (VEGLIO E BEOLCHINI
APUD PERPETUO ET AL, 2011).
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4.6 Técnicas de Tratamento de Residuos

4.6.1 A Biorremediacdo como técnica de reaproveitamento de rejeitos

Atualmente, o tratamento mais comum para sitios contaminados ¢ realizado por
tecnologias convencionais baseadas em principios fisico-quimicos, as quais podem ser
ineficientes e economicamente inviaveis. Por outro lado, a biorremediacdo vem ganhando cada
vez mais importancia, devido as vantagens que oferece, tais como: simplicidade, eficiéncia e
baixo custo (DAVIS; VOLESKY; VIEIRA, 2000; LAZARIDIS; JEKEL; ZOUBOULIS,
2003).

Métodos alternativos, como o emprego de micro-organismos e plantas para a retirada
de metais de 4guas de rios e aterros, apresentam baixos custos e alta eficiéncia e, portanto, sdo
mais atrativos do que métodos fisico-quimicos (MACASKIE, 1990; GADD, 1992;
WATANABE, 1997). O processo pelo qual estes organismos vivos sdo utilizados para remover
ou reduzir poluentes no ambiente ¢ conhecido como biorremediacdo (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005).

A biorremediagdo pode ser realizada tanto com organismos selvagens como
geneticamente modificados. Neste sentido, ferramentas moleculares, como a construcao de
micro-organismos geneticamente modificados (OGM), tém sido desenvolvidas para a
transformacgdo de contaminantes ambientais, com o intuito de aumentar a eficiéncia destas
novas cepas. No entanto, estas modificagdes genéticas devem ser entendidas na integra e
qualquer investigacdo deve sempre determinar os riscos reais € beneficios envolvidos, pois
antes de liberar um OGM no meio ambiente, os pesquisadores devem enfatizar as
responsabilidades éticas a serem consideradas antes de usar essas novas estratégias para

biorremediagdo (PERPETUO; BARBIERI; OLLER NASCIMENTO, 2011). Estes micro-
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organismos podem apresentar defasagem de eficiéncia quando comparados aos OGMs, porém
sdo mais faceis, do ponto de vista burocratico, de utilizar em ambientes abertos por serem
micro-organismos existentes na natureza sem nenhuma modificagdo genética realizada em
laboratodrio. Portanto, seu uso apresentaria menos riscos ao meio ambiente

Segundo Perpetuo et. al (2011), a técnica da biorremediacdo € uma alternativa viavel
para a recuperacdo de areas contaminadas por metais toxicos, porém para que ela seja efetiva
faz se necessario o isolamento de micro-organismos resistentes e eficazes na remog¢ao do metal,
e que também apresentem caracteristicas favoraveis ao processo, como a possibilidade de
concentracgdo destes metais para posterior reaproveitamento. A versatilidade metabolica natural
microbiana, decorrente de sua enorme diversidade genética, pode ser empregada para a
diminui¢do da biodisponibilidade destes contaminantes, e posterior reutilizagdo, até sua
eventual reintegragdo aos ciclos biogeoquimicos naturais (GAVRILESCU, 2004).

Como citado anteriormente, a biorremedia¢do pode se dar também através de micro-
organismos selvagens capazes de imobilizar metais toxicos, por simples adsor¢do em sua
superficie celular, promovendo sua precipitacdo, ou por processos de formagao de complexos
intracelulares (DIELS; VAN DER LELIE; BASTIAENS, 2002; VALLS; DE LORENZO,
2002b). Uma consideravel variedade de fungos, algas e bactérias tém sido estudada e
utilizada como biosorvente para biorremediacdo de efluentes contendo metais pesados
(MACASKIE & DEAN apud BIONDO, 2008).

Sendo que a 4gua tende a tornar-se escassa, € que tem papel fundamental na vida do
homem e no equilibrio da biodiversidade, desenvolver metodologias para tratar efluentes

contaminados ¢ uma iniciativa indispensavel para a sustentabilidade do planeta.
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4.6.1.1 Uso de bactérias para a remedia¢do de cobre

Os micro-organismos necessitam do cobre em pequenas quantidades, mas em grandes
quantidades o metal ¢ extremamente toxico. Os organismos desenvolveram mecanismos de
resisténcia para resolver este problema e sobreviver em ambientes, tanto limitantes em cobre,
como em concentragdes toxicas as células.

Quatro genes arranjados no operon cop sao responsaveis pela homeostase das células
procaridticas. Este operon possui um sistema de regulagdo génica que € expresso em fungdo da
quantidade de cobre na célula. O gene copA capta o cobre quando limitante e transporta para o
citoplasma, ao passo que o gene copB remove o cobre de dentro das células quando este atinge
concentracdes toxicas (ANDREAZZA et al., 2013). O gene copY € o gene repressor, € copZ
ativador, os quais regulam a concentracao de cobre na célula (SOLIOZ E STOYANOV, 2003).
O mecanismo de protecao das células ao cobre ¢ feito pelo gene copY que reprime as ATPases
copA e copB, diminuindo o transporte deste elemento para o citoplasma, evitando a morte

celular pela exposicdo a concentragdes toxicas de cobre (Figura 6).

Figura 6 Transporte de cobre em procariotos (Gram-negativos) (ANDREAZZA et al., 2013). Membrana externa
(ME), membrana interna (MI).
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O cobre s6 pode ser transportado pelas ATPases quando esta na forma reduzida Cu (I),
e deste modo, as células necessitam de enzimas como a cobre redutase para reduzir o Cu (II),
disponibilizando o cobre para o transporte intracelular (SOLIOZ E STOYANOV, 2003).

A atividade das metalotioneinas e chaperonas também podem controlar a homeostase
do cobre celular, que retém o fon cobre ndo-livre no citosol (ARREDONDO E NUNEZ, 2005).
Bactérias podem desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia ao cobre, tanto no
cromossomo como em plasmideos através de genes de resisténcia a concentragdes toxicas de
cobre. Estes mecanismos também incluem a reduc¢do do transporte do cobre, complexagao pelos
componentes celulares e acumulo de concentragdes de cobre internamente na célula
(ANDREAZZA et al., 2013).

Os fungos também desenvolveram varios mecanismos de resisténcia ao cobre, similar
as bactérias, como engrossamento da parede celular, a reducéo de citosina e quitina e o aumento

da propor¢do de metalotioneinas.

4.7 Técnicas de Identificacdo de bactérias

Como ja mencionado, ha muitos microrganismos com potencial para a aplicacdo em
biotecnologia ambiental. Microrganismos isolados de diversos ambientes, como solo e agua, ja
vem sendo estudados para utilizagdo em diversas atividades em prol do meio ambiente
(AVANZI et al.,, 2015). No entanto, existe grande necessidade de se identificar esses
microrganismos, nao apenas para evitar a aplicacdo de organismos patog€nicos em
bioprocessos, mas também para conhecer melhor suas caracteristicas e metabolismo a fim de

potencializar suas possiveis aplicagdes.



52

A identificacdo de isolados bacterianos pode ser realizada empregando-se diversos
métodos. Além das técnicas de microbiologia basica (andlise da morfologia ou das provas
bioquimicas) e das metodologias de genética classica, como a utilizagdo de métodos
moleculares (PACE, 1997), recentemente, uma nova técnica denominada MALDI-TOF vem
sendo amplamente utilizada para a identificacdo de microrganismos. Esta técnica consiste na
aplicagdo de métodos fisico-quimicos, como a espectrometria de massa com processo de
ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz e analise de tempo de voo das proteinas
ribossomais envolvidas no processo de identificacdo da microbiota (“Matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight" — MALDI-TOF).

4.7.1 Identificacdo molecular cldssica - Sequenciamento do gene 16S

O termo diversidade para a biologia ¢ geralmente utilizado para descrever o nimero de
espécies presentes em um habitat. Em termos moleculares, a diversidade € caracterizada pelo
numero de diferentes tipos de sequéncias de DNA encontradas no ambiente (LIESACK et al.,
1997).

A andlise comparativa da sequéncia de determinados genes de macromoléculas
conservadas tem sido empregada para a classificagdo de microrganismos. Um exemplo dessas
macromoléculas ¢ o DNA ribossomal, essencial para a sobrevivéncia dos organismos, €
altamente conservado entre as bactérias. O sequenciamento do gene do DNA ribossomal 16S
tem sido extensivamente usado com finalidade taxonomica e filogenética (BECKER et al.,
2004) e ¢ considerado o método de referéncia para a identificagdo bacteriana (NOLTE;
CALIENDO, 2003).

O gene 16S do DNA ribossomal ¢ uma das regides mais conservadas no DNA das

bactérias, apresentando cerca de 1500 pares de bases. O 16S rDNA tem sido utilizado como
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marcador molecular, permitindo a identificagdo destes microrganismos ou pelo menos um
conhecimento filogenético destes, possibilitando averiguar sua procedéncia e estabelecer
relagdes entre eles(DESANTIS et al., 2006).

Apesar do gene codificador do 16S rDNA apresentar regides ndo tdo conservadas do
DNA (denominadas de V1 a V9), cujas sequéncias se alteram com o decorrer da evolugdo, esta
caracteristica faz com que haja diferenciagdo entre as diferentes espécies, pois também
apresenta diversas regides altamente conservadas. A partir das sequéncias conservadas, ¢
possivel desenhar oligonucleotideos iniciadores “primers” universais para amplificar este gene
(CHAKRAVORTY et al., 2007; PETTI, 2007).

As sequéncias de 16S rDNA sio utilizadas como padrio na determinacio de relagdes
filogenéticas, na avaliacdo da diversidade em amostras ambientais e na deteccao e quantificagado
de populacdes especificas (VETROVSKY; BALDRIAN, 2013). O gene codificador do 16S
rDNA tem sido amplamente utilizado devido ao fato dele apresentar todas as caracteristicas
necessarias a um marcador molecular ideal: possui uma distribui¢do universal, estrutura e
funcdo conservadas entre os taxons e um tamanho grande o suficiente que permita o
aparecimento de divergéncias na sequéncia, permitindo assim a identificagdo de bactérias de
forma reprodutivel e confiavel.

Por fim, o grande numero de sequéncias de 16S rDNA disponiveis atualmente (mais de
3.224.600 sequéncias segundo o Ribosomal Database Project-1I http://rdp.cme.msu.edu),
favorece ainda mais o uso desse gene como marcador molecular filogenético por permitir uma
vasta gama de comparagdes. O aperfeicoamento dos métodos de extracdo de DNA de amostras
ambientais, PCR, clonagem e sequenciamento permitiu a explora¢do dos mais variados tipos
de ambientes e o desenvolvimento de diversos trabalhos e analises baseados no 16S rDNA.

Apesar de todas as vantagens derivadas do emprego de 16S rDNA para a identificacao
de procariotos, existem alguns problemas nesta utilizagdo como por exemplo, a recente
descoberta que mostrou que 15% das bactérias contém apenas 1 copia do 16S rDNA e que, em
muitos casos, estas copias ndo sdo idénticas, tornando os resultados do sequenciamento
impreciso (VETROVSKY; BALDRIAN, 2013). Também h4 alguns géneros bacterianos muito
diversos que retinem grande nimero de espécies tornando a identificagdo baseada apenas nessa
sequéncia muito dificil (MULET; LALUCAT; GARCIA-VALDES, 2010). Devido ao exposto,

¢ entendido que se faz necessario analisar as sequéncias de outros genes e analisar outras
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caracteristicas, como suas proteinas e suas necessidades metabdlicas para a separacido de
espécie, porém a metodologia se mostra eficaz na identificagdo de géneros bacterianos (PETTI,

2007; KANG et al., 2010).

4.7.2 Padrdo Proteico - MALDI Biotyper

A Ionizagao por Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz e analise de tempo de voo —
MALDI-TOF (do inglés Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight) — é um
método que possibilita a ionizacdo de macromoléculas biologicas, que geralmente sdo dificeis
de serem ionizadas. A ionizagdo ¢ permitida através da irradiagdo de uma matriz (geralmente
um composto organico de baixo peso molecular que absorve no comprimento de onda do laser
utilizado) misturada a amostra a ser analisada. A técnica consiste basicamente na aceleragdo de
particulas dessorvidas. A matriz absorve os feixes de laser de nitrogénio e converte em energia
térmica que aquece rapidamente a amostra, vaporizando-a e ionizando-se por um campo
eletromagnético no interior de um tubo com vacuo constante. O tempo de voo das particulas
(TOF) ¢ precisamente medido, e baseando-se nessa informagao ¢ possivel gerar um perfil dos
constituintes de uma amostra, o qual se torna tdo especifico que ¢ denominado de impressao
digital (“fingerprinting”’) de uma espécie (ANDRADE, 2015). Um “software” analisa este perfil
€ 0 compara com os existentes em uma base de dados permitindo, assim, a identificacdo da

amostra (Figura 7).
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Figura 7 Tonizag@o da amostra, separacdo por tempo de voo e deteccio dos diferentes compostos resultando em
um perfil proteico caracteristico de cada amostra ( BRUKER, 2013a APUD ANDRADE, 2015).

A capacidade de gerar um espectro baseado na massa ¢ na carga dos componentes
proteicos de uma amostra € a principal caracteristica desta amostra. Tal espectro apresenta alta
precisdo e reprodutibilidade, sendo considerado singular para cada espécie e até mesmo para
cada cepa de uma mesma espécie (CARBONNELLE et al., 2011).

A metodologia MALDI-TOF (“espectrometria de massa associada a metodologia de
ionizacdo por dessor¢do a laser assistida por matriz e analise de tempo de voo”) vem sendo
empregada para a identificacdo de microrganismos patogénicos em ambientes hospitalares. Esta
metodologia é capaz de diferenciar os microrganismos nao apenas a nivel de género e espécie,
mas também a nivel de cepa, principalmente para amostras de procedéncia clinica (MURRAY,
2010).

As principais vantagens desta técnica sdo a rapidez e a simplicidade para a identificagdo
de isolados, uma vez que ndo € necessario nenhum preparo prévio da amostra, sendo possivel
utilizar células intactas, como as obtidas em uma coldnia isolada recém cultivada sendo o tempo

para analise em questdo de minutos (HORNIK, 2015). O custo deste tipo de analise também ¢
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bastante reduzido, jd que necessita de pequenas quantidades de material. No entanto, esta
tecnologia ¢ baseada em bases de dados comercializados, cujas entradas sdo principalmente de
microrganismos de importancia clinica, sendo esta uma limitagdo técnica para a identificagdo

de isolados ambientais (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011).
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5 MATERIAL E METODOS

A fim de atingirmos o objetivo deste trabalho, o desenho experimental seguiu 3
subsecdes, assim como mostrado na Figura 8: 1° Isolamento de micro-organismos resistentes
ao cobre de amostras ambientais, 2° Identificacio e caracterizacdo destes micro-organismos e

3° Experimentos de adsor¢ao dos organismos mais resistentes.
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Figura 8 Fluxograma das atividades gerais desenvolvidas em laboratério.
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5.1 Coleta de amostras

Ao todo foram feitas 5 coletas em diferentes épocas do ano de 2012, 2013 ¢ 2014 na
Mina do Sossego, localizada na Provincia Mineral de Carajas, em Canad dos Carajas, sudeste
do Para. Estes depositos vulcano-sedimentares afloram na forma de uma série de morros
contendo principalmente minerais sulfetados de cobre associados a metais como ouro, prata,
chumbo, zinco, dentre outros (RODRIGUES, 2014). A regido possui temperatura média anual
de 26 °C e os periodos chuvosos ocorrem, notadamente, de novembro a maio (IDESP, 2012).

As amostras foram coletadas com auxilio de uma espatula, onde tomou-se o cuidado de
se retirar a camada mais superficial dos locais, no caso de amostras sélidas. As amostras foram
alocadas em tubos de polipropileno de 50 ml sendo preenchidos quase que toda sua totalidade.
Pelo menos um tubo foi designado para andlise fisico-quimica e um para analise
microbioldgica, acontecendo de alguns locais terem sido amostrados em maior quantidade.

As amostras liquidas foram retiradas colocando-se o tubo diretamente sob a agua
evitando-se o contato da dgua recolhida com as maos ou outros interferentes que pudessem
modificar os resultados das andlises posteriores.

Os locais de amostragem foram georeferenciados por GPS (Garmin Mao 60 CSX) e
avaliados quanto ao pH do local de coleta (somente das amostras liquidas). Na tabela 1 estdo

listados os dados de cada amostra.
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Tabela 1 - Locais de amostragem georeferenciados por e caracterizagdo de cada amostra uma das cinco coletas.
A coleta 1 foi realizada entre os dias 7 ¢ 11 de maio de 2012, a coleta 2 entre os dias 3 e 7 de dezembro de 2012,
a coleta 3 entre os dias 18 a 22 de margo de 2013, a coleta 4 entre os dias 13 a 17 de maio de 2013 e a coleta 5
entre os dias 18 e 21 de margo de 2014.

Coleta Amostra Tipo pH Latitude Longitude
1 1 Liquida 10 06° 27'0.55"S 50°04'43.7"W
1 la Liquida 7 06° 27' 0.94"S 50°07'47.1"W
1 1b Solida 7 06° 27'0.94"S 50°07'47.1"W
1 2 Solida 7 06° 27" 05.1"S 50° 04'57.5"W
1 3 Solida 7 06° 27' 04.9"S 50°04'51.2"W
1 4 Solida 7 06° 27' 04.9"S 50° 04'44.8"W
1 5 Solida 7 06° 27" 05.1"S 50° 04'48.4"W
1 6 Soélida 7 06° 27' 04.8"S 50° 04'44.8"W
1 7 Solida 7 06° 27' 02.0"S 50° 04'54.8"W
1 8 Soélida 7 06° 27'07.4"S 50°05'02.3"W
1 9 Solida 7 06° 27' 05.6"S 50°05'07.7"W
1 10 Solida 7 06°27'01.3"S 50° 05'05.5"W
1 11 Solida 7 06° 26' 54.9"S 50°05'01.6"W
1 12 Solida 7 06° 26' 56.6"S 50° 04'56.1"W
1 13 Soélida 7 06°27'01.4"S 50° 04'50.9"W
| 14 Liquida 6 06° 25'47.4"S 50° 05'16.0"W
1 15 Solida 6 06° 25'48.5"S 50°05'16.0"W
1 16 Liquida 6 06° 26'03.2"S 50°05'37.3"W
1 17 Solida 6 06° 26'03.2"S 50°05'37.3"W
1 18 Solida 6 06° 26'18.2"S 50°05'38.3"W
1 19 Liquida 6 06° 26'19.7"S 50° 05'39.6"W
2 Betel Solida 6°25'53.122"S 50°03' 14.9"W
2 Bete2 Solida 6° 25'53.594"S 50° 04'43.5"W
2 Bete3 Liquida 5 6° 25'36.6"S 50° 03' 04.8"W
2 Bete4 Solida 6°25'36.6"S 50° 03' 04.8"W
2 N Liquida 6 6°27'12.643"S  50° 05' 50.672"W
2 O Solida 6°27'44.405"S  50° 05' 54.399"W
2 P Liquida 6 6°27'44.405"S  50° 05' 54.399"W
2 Q Solida 6°27'44.528"S  50° 04'45.874"W
2 R Solida 6°27'55.232"S  50° 04' 50.809"W
2 S Solida 6°27'59.693"S  50°04'50.817"W
2 T Solida 6°27'59.687"S  50° 04' 54.203"W
2 X Soélido 6°27'47.679"S  50° 04' 32.045"W
2 Y Liquida 6 6°27'2.013"S  50°04'16.945"W
3 1 Liquida 7 6° 28'44.528"S  50° 03' 54.7"W
3 2 Solida 6°28'55.232"S  50°02'37.5"W



Coleta Amostra Tipo pH Latitude Longitude

3 3 Solida 6° 28'59.693"S  50°02'36.2"W
3 4 Liquida 4 6° 28'59.687"S  50°03'06.0"W
3 5 Solida 6°28'47.679"S  50°03'05.6"W
3 6 Solida 6°25'37.5"S 50° 06' 04.0"W
3 7 Liquida 5 6° 25'37.5"S 50° 06' 04.0"W
3 8 Liquida 6 6° 25'44.7"S 50°05'11.8"W
3 9 Solida 6° 25' 58.8"S 50°02' 57.9"W
3 10 Liquida 6 6° 25' 58.8"S 50°02' 57.9"W
3 11 Liquida 6 6° 25'59.5"S 50° 04'18.2"W
3 12 Solida 6° 26' 00.5"S 50°05'27.3"W
3 13 Soélida 6° 26' 00.6"S 50°02' 53.9"W
3 14 Solida 6° 26' 14.3"S 50° 04' 02.5"W
3 15 Liquida 7 6° 26' 19.5"S 50° 05' 38.8"W
3 16 Soélida 6°26'19.5"S 50° 05' 38.8"W
3 17 Liquida 7 6°26'51.6"S 50° 04' 48.2"W
3 18 Liquida 7 6°27'16.8"S 50° 05' 56.3"W
3 19 Liquida 6 6°27'17.2"S 50°04' 51.8"W
4 1 Solida 6° 25'33"S 50°02' 0"W
4 2 Soélida 6° 24' 40.8"S 50°02' 57.2"W
4 3 Liquida 7 6° 25'05.8"S 50°02'36.2"W
4 4 Liquida 5 6°25'3.0"S 50°03'5.5"W
4 5 Soélida 6°25'3.0"S 50°03'5.5"W
4 6 Solida 6° 25'36.5"S 50°06' 5.5"W
4 7 Liquida 5 6° 25'37.6"S 50°03' 03.7"W
4 8 Soélida 6°25'55.1"S 50°02' 58.1"W
4 9 Liquida 7 6° 25' 58.8"S 50°02' 57.8"W
4 10 Soélida 6° 25' 58.8"S 50°02' 57.8"W
4 11 Liquida 7 6° 26' 00.5"S 50° 02' 53.8"W
4 12 Solida 6° 26' 55.9"S 50°04' 57.9"W
4 13 Soélida 6°27'6.3"S 50°04' 45.8"W
4 14 Solida 6° 27'06.3"S 50°04' 51.6"W
4 15 Solida 6°27'09.5"S 50°04' 47.2"W
4 16 Sélida 6°27'13.3"S 50°04' 33.9"W
4 17 Liquida 7 6°27'16.9"S 50°05' 56.6"W
4 18 Solida 6° 26' 19.4"S 50°05' 38.9"W
4 19 Liquida 7 6°26'19.4"S 50°05' 38.9"W
4 20 Liquida 7 6°25'45.1"S 50°05' 12.3"W
4 21 Liquida 7 6° 25'59.5"S 50°04' 18.5"W
5 1 Sélida 6°27'6.128" S 50°4'46.217" W
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Coleta Amostra Tipo pH Latitude Longitude

5 2 Solida 6°27'6.063"S  50°4'46.510" W
5 3 Solida 6°27'9.814"S  50°4'49.889" W
5 4 Solida 6° 27 14473"S 50°4'33.831"W
5 5L Liquida 7 6°27'15.848" S  50°4'37.507" W
5 6 Solida 6°26'14.969" S 50°5'38.815" W
5 7L Liquida 6 6°26'15.328"S 50°5'39.173" W
5 8 Solida 6°26'0.296"S  50°5'27.611"W
5 9L Liquida 6 6°25'36.007"S  50°3'5.665" W
5 10L  Solida/liquida 5 6°25'36.007"S  50°3'5.665" W
5 13L Liquida 7 6°25'36.007" S  50°3'5.665" W
5 14 Solida 6°25'36.007" S  50°3'5.665" W
5 15L Liquida 7 Fundo da cava

As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente (25 °C), e transportadas até o
Centro de Capacitagdo e Pesquisa em Meio Ambiente (CEPEMA-POLI-USP), onde foi feito o
isolamento e identificagdo das bactérias mais resistentes ao metal e realizacdo de testes de
adsorcao.

As amostras da ultima coleta foram destinadas para analise fisico-quimica e processadas
no equipamento ICP-OES revelando sua composi¢ido quanto aos principais metais encontrados

na regido de mineracao.

52 Isolamento de bactérias

A selecdo de bactérias com potencial para biossor¢ao de cobre foi realizada através da
inoculag¢do de uma amostra de solo (1 g) ou amostra liquida (1 mL) em meio “MJS” descrito
por Valls et al (2000), o qual consiste em 12,5 mM HEPES; 50 mM NaCl; 20 mM NH4ClI; 1
mM KCI; 1 mM MgCl; 0,05 mM MnCl; 0,8% casaminoacidos; 0.005% tiamina; 0,10% de
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glicose, 0,50% de glicerol, 10,0 mg/L de anfotericina B, adicionado de 1mM de cobre (CuCl,)
a28 °C e 180 rpm. A avaliag@o do crescimento celular foi feita apos 2 dias (48 h) e 1 mL deste
“pré-inoculo” foi incubado em diferentes concentracdes de cobre (1mM; 2,5mM; SmM; 7,5mM
e 10mM) por 48 horas, a 28 °C e 180 rpm (Figura 9). As 2 maiores concentragdes que obtiveram
crescimento, foram crescidas em placa e seus isolados identificados.

Cada amostra foi estocada utilizando 2 mL do cultivo liquido suplementado com 30%

glicerol em freezer -80 °C, para analises posteriores e para a constru¢do de um banco de dados.

48h
28°C
180rpm

¥ ¥

L

24 h Selegdo das duas maiores
. concentragdes que obteve
28°C crescimento

Figura 9 Procedimento do isolamento de coldnias, a partir do crescimento celular em meio seletivo contendo
cloreto de cobre.

48h
28°C
180rpm

24 h
28°C
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As linhagens isoladas foram identificadas e utilizadas nos ensaios de biossor¢do de
metais em meio liquido. A eficiéncia de biossor¢cdo do metal foi comprovada através de

experimentos das cepas mais resistentes em Tris-HCL e TSM contendo cobre e outros metais.

53 Perfil proteico e gendomico como ferramentas de identificacdo de bactérias

O método convencional de identificagdo de micro-organismos (amplificagdo do gene
ribossomal 16S) exige longo tempo para a identificagdo comparado a nova metodologia que
estd ganhando cada vez mais espaco em trabalhos cientificos: o MALDI-TOF. Esse método
esta condicionado ao reconhecimento de padrdes espectroscopicos de proteinas ribossomais
para distintas espécies microbianas. O presente trabalho comparou as duas técnicas, a fim de
viabilizar a rdpida identificagdo de micro-organismos em estudos posteriores de remediagdo de

locais contaminados por minas, ou efluentes industriais contendo metais toxicos.

5.3.1 Identificacdo de bactérias por espectrometria de massas (MALDI-TOF)

A identificacdo taxonOmica dos isolados bacterianos foi feita por espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF, que fornece perfis proteicos de cada linhagem isolada. A

metodologia empregada foi a sugerida pela Bruker Daltonics. Em resumo, as células de uma
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unica colonia foram transferidas da placa de Petri para uma placa de 96 pogos de ago polido
(Bruker Daltonics GmbH) e secas a temperatura ambiente (25° C). Cada amostra foi coberta
com 1pL da solugdo matriz (que consiste numa solugdo saturada de alpha-ciano-4-hidroxi-acido
cindmico em 50% acetonitrila e acido trifluoracético 2,5%).

As medidas foram realizadas com o equipamento LT Microflex espectrometro de
massas (Bruker Daltonics) usando software FlexControl (versdo 3.0, Bruker Daltonics). Os
espectros foram gravados no modo linear positivo. Para cada espectro, foram feitas 240 leituras
e 50 tiros de laser a partir de posi¢des diferentes da amostra-alvo (modo automatico).

Os espectros foram entdo, importados para o software Biotyper (versdo 2.0, Bruker
Daltonics), processados pelo modelo padrio de correspondéncia com as configuragdes-padrio,
e os resultados apresentados em uma tabela de classificacdo. Essa classificagdo trata-se de um
processo de correspondéncia de padrdo proposto pelo fabricante Biotyper MALDI-TOF, com
pontuacgdes de ID ("scores") que variam de 0 a 3. "Scores" menores de 1,55 foram considerados
como baixa identificagdo; scores entre 1,55 e 1,9 foram consideradas como ID confidvel para

género, e maiores que 1,9 foram consideradas como ID confiavel para identificagdo de espécies.

5.3.2 Identificagdo molecular por amplificagdo do gene ribossomal 16 S (16 S rDNA)

A fim de comprovar a identificacdo previamente realizada pelo MALDI-TOF Biotyper,
foi realizada a identificagio molecular (gene 16S rDNA) das cepas isoladas. Os micro-
organismos foram identificados através de extracdo do DNA baseando-se no protocolo de Chen
& Kuo (1993). A amplificacdo dos nucleotideos do gene que codifica o rDNA 16S foi realizada
através de PCR (reagdo de polimerase em cadeia) com o seguinte protocolo: 1 uL. do DNA
gendmico, 0,04 pL da enzima Tag-polimerase Sunidades (GE) (5 unidade), 2,75 uL do tampao
da enzima Taq (GE), 0,5 pL dNTPs (10mM), 1 pL dos iniciadores 347F (5°-
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GGAGGCAGCAGTRRGGAAT-3’) e 803R (5’-CTACCRGGGTATCTAATCC-3’)
(WUYTS, 2004) na concentragdo de 10 uM, 1,10 pL de MgCl> na concentragdo de 25 mM e
20,86 uL de dgua duplamente destilada-deionizada autoclavada. A reagdo foi calculada para
uma margem de seguranca de 10% sendo que o volume final para cada reagdo foi de 25 pL. As
amostras foram submetidas a 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72
°C por 60 segundos em um termociclador (Master Cycler - eppendorf). A eficiéncia da
amplificacdo foi verificada através de eletroforese em gel contendo 0.8 % de agarose, conforme
descrito por Sambrook & Russell (2001). A sequéncia obtida do gene 16S foi analisada pelo
sequenciador de DNA ABI modelo 3130 (Applied Biosystems) e o kit de sequenciamento ABI
Prism (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit V 3.1, Perkin-Elmer). Estas sequéncias
obtidas para as linhagens isoladas foram comparadas com sequéncias conhecidas do banco de

dados (NCBI- National Center for Biotechnology Information).

5.4  Estudo da Capacidade de Adsor¢ao de cobre por bactérias isoladas do ambiente

5.4.1 Preparacdo de solucio

Todos os produtos quimicos utilizados no presente estudo foram de grau analitico de
qualidade e foram utilizados sem purificacdo adicional. Todas as dilui¢des foram preparadas
em agua duplamente deionizada (Milli-Q Millipore resistividade de 18,2 MQcm™). A solugio

estoque de cobre foi preparada por dissolugdo de CuCl,.2H,0 em agua duplamente destilada-
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deionizada. As solugdes de trabalho foram preparadas diluindo uma soluc¢do de estoque de

10.000 ppm de cloreto de cobre, cloreto de niquel e cloreto de cadmio.

5.4.2 Padronizacido do método de quantificacdo de metais por ICP-OES (Inductively Coupled

Plasma)

A introducdo direta de amostras requer modificagdes nas condi¢des operacionais usuais
do instrumento do ICP-OES. Segundo Moura (2006), estas alteracdes s@o necessarias para
reduzir as interferéncias provocadas por efeito de matriz dos compostos organicos,
recomendando-se empregar maior poténcia da fonte usada rotineiramente. E recomendado
também usar uma mistura de argdnio e oxigénio como gas de nebulizagdo, de forma a melhorar
a combustao e evitar o depdsito de composto de carbono no tubo central do injetor. Nao foram
encontradas referéncias citando a introducdo direta de amostras orginicas em sistemas de
analise espectrométricos. Isto se deve provavelmente a complexidade da sua matriz organica,
que lhe d4d uma grande resisténcia quimica, uma dificil digestao e solubilizacdo e aos problemas
potenciais que podem acontecer no sistema de transporte, nebulizagao e excitacdo do ICP-OES.

Portanto, antes de analisadas e quantificadas as concentragdes de diversos metais (Ag,
Al, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Sn, Ti, Zn e Pb) por meio da técnica de ICP-OES, as amostras
tiveram que ser tratadas por um processo de digestdo, a fim de reduzir possiveis interferéncias
da amostra ao equipamento. A digestdo consiste na decomposi¢cdo de compostos organicos e
inorganicos em seus elementos constituintes empregando 4acidos e aquecimento. Varios
procedimentos analiticos para tratamentos de amostras t€ém sido reportados na literatura, nesses
procedimentos utilizam-se diferentes misturas acidas no processo de solubilizagdo de metais.
O presente trabalho estudou 3 formas diferentes de digestdo de matéria organica e de

solubilizacdo de metais para o tratamento de amostras antes de serem analisadas em ICP-OES,
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a fim de eleger uma técnica a ser utilizada na quantificacdo de metais durante os experimentos

de adsorcéo.

5.4.2.1 Metodologia 1: Digestdo acida em bloco aquecido

Uma das formas mais tradicionais de preparacao de amostras para ICP-OES ¢ a digestao
conduzida em meio acido em bloco digestor ou chapa aquecida (ERICKSON, 2011) Em um
Becker de 100 mL foram adicionados 5 mL de amostra e 250 L. de acido nitrico (HNO3) e
colocados em uma chapa aquecida a 150 °C até secar a amostra, tomando cuidado para ndo
ferver. Esfriou-se o residuo, adicionou-se 250 L de acido nitrico e repetiu-se o procedimento
até que o residuo ficasse limpido. Enfim, a amostra foi avolumada em um baldo volumétrico a
fim de que a quantidade de cobre estivesse dentro dos padrdes de deteccdo do ICP-OES.

Esta ¢ uma técnica tradicionalmente lenta e requer varias horas de aquecimento e
necessita de grandes volumes de reagentes que geram quantidades indesejaveis de vapores

agressivos (ERICKSON, 2011).
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5.4.2.2 Metodologia 2: Digestdo acida em micro-ondas

O procedimento foi adaptado do descrito em "EPA Method 3015A" - Environmental
Protection Agency (EPA, 2007). Para tanto, as amostras foram submetidas a uma
digestdo acida, utilizando-se 100 4L de amostra, 1 mL de HNOs e qsp SmL de 4gua duplamente
destilada-deionizada. Tal mistura foi submetida ao forno de micro-ondas por 20 minutos de
aquecimento em 90 °C. Apos o resfriamento do material foi acrescentando 5 mL de dgua
duplamente destilada-deionizada a mistura para auxiliar na solubilizagdo dos metais. Enfim, a

amostra foi analisada em ICP-OES (Varian 710-ES).

5.4.2.3 Metodologia 3: Digestdo em dgua-régia em micro-ondas

O procedimento assemelha-se ao da EPA 3015A descrito acima, porém substitui-se o
acido nitrico e 4gua duplamente destilada-deionizada para a chamada Agua-Régia (HCI:HNO:s,
3:1, v/v). Para tanto, as amostras foram submetidas a uma digestdo acida, utilizando-se 1 mL
de amostra, 9 mL de Agua-Régia (HCI:HNOs, 3:1, v/v). Tal mistura foi submetida ao forno de
micro-ondas por 20 minutos de aquecimento em 90 °C. Apos o resfriamento do material foi

analisado em ICP-OES (Varian).
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5.4.3 Determinagdo da Massa Seca das Bactérias a serem utilizadas para biossor¢ao

Para determinar o peso seco da cultura microbiana, foram utilizados filtros de membrana
0,22 milimetros de poro e de 47 mm de didmetro (Millipore - Merck - Darmstadt , Alemanha ).
As membranas foram secas em um microondas a 360 W de poténcia durante 20 minutos e
depois pesados. Apds a pesagem , as membranas foram colocadas sobre um dispositivo de
filtracdo ligado a bomba a vacuo. Cerca de 20 ml da amostra foram separados por filtragdo em
diferentes estagios de crescimento das células. Apos a filtracdo, as membranas foram
novamente secas em microondas e pesadas, tal como descrito por Olsson e Nielsen (1997) e

ilustrado na Figura 10 .

; ; Filtrar em membrana Secar em
Diferentes crescimentos R

Micro-ondas

bacterianos O.D.= Abs 600nm =, ] 022pum

Membranas

0,22pm

S
Peso inicial e final @

das membranas

Figura 10 Medida de Massa Seca baseado no método de Olsson ¢ Nielsen (1997).
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5.4.4 Teste de concentragdo inibitdria minima de cobre

Todos os isolados foram avaliados quanto a concentracdo inibitoria minima adaptado a
metodologia de Ball et al. (2007) . Os isolados foram crescidos em meio de cultura MJS (sem
cobre) a uma agitacdo de 180 rpm e a temperatura de 28 + 2 °C por 24 h aproximadamente.
Apos este periodo, as culturas foram submetidas a espectrofotometro para medi¢do de
absorbancia em comprimento de onda de 600 nm. Apos atingirem a D.O. (densidade otica)
equivalente a 0,8 de absorbancia, 3 pL de amostra foram distribuidos em placas contendo meio
MIS solido acrescido de CuCl; nas concentragdes de 1 a 10 mM. Os isolados foram incubados
por até 120 h a 28 £ 2 °C e o crescimento foi avaliado visualmente apos 24, 48, 72 e 120 horas
de incubagdo pelo crescimento de colonias. A concentracdo de cobre capaz de interromper o
crescimento microbiano foi considerada a concentracdo inibitéria minima deste metal, em

relacdo ao micro-organismo avaliado. A Figura 11 a seguir resume a metodologia descrita:

‘24 horas

Isolados + MJS Analise em Isolados foram
180 rpm / 28°C espectrofotdmetro inoculados em diferentes
Abs =0,8 (600nm) concentracdes de cobre

Verificado crescimento
apo6s 24,48,72 e 120
horas

Figura 11 Fluxograma do teste de concentrag@o inibitéria minima de cobre feito nas cepas isoladas, a fim de
selecionar as mais resistentes.
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5.4.5 Teste de selecdo prévia dos micro-organismos mais resistentes

A fim de selecionar as cepas mais aptas atuarem como biossorventes de cobre e estudar
os parametros de adsor¢io do metal, foi feito o seguinte experimento: 0s micro-organismos que
cresceram nas maiores concentracdes de CuClz nos experimentos de concentragao inibitdria de
cobre foram estudados quanto a adsor¢ao do metal. Para isto foram crescidos em MJS por 24h,
a 28 =2 °C e agitagdo de 180 rpm. Apds este periodo, as culturas foram submetidas a leitura
em espectrofotdometro para medi¢ao de absorbancia em comprimento de onda de 600 nm. Deste
modo, foi padronizada a D.O. (densidade otica) equivalente a 0,8, e as culturas foram
submetidas a um crescimento em MJS com 100 ppm de CuCl,. Apds 24h de incubagdo, foi
retirada uma aliquota para analise em ICP-OES e adicionado o equivalente a 500 ppm de CuCly,
e re-incubados a 28 £ 2 °C e agitacdo de 180 rpm por mais 24h. Amostras foram retiradas,
analisadas quanto a concentragdo de metal e 3 cepas foram escolhidas para serem estudadas em

experimentos posteriores de adsor¢do e ressorcao de cobre.

5.4.6 Identificagdo dos mecanismos de biossor¢ao de cobre: adsorcao, dessor¢ao e ressor¢ao

Para os experimentos de adsorcdo e dessor¢do, as cepas selecionadas foram crescidas
em meio MJS até sua fase estaciondria e divididas em subculturas idénticas de células mortas e
células vivas, esta segunda cultura, divididas em vidveis (quando incubadas em TSM) e ndo-

viaveis (quando incubadas com Tris-HCI).
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Para a obtenc¢do das células mortas, as células foram submetidas a temperatura de 85 °C
por 24 h e a eficiéncia deste tratamento foi checada através da auséncia de crescimento em meio
agar e MJS. A massa das células foi entdo ressuspendida em Tris-HCI (10 mM) contendo 100
ppm de cloreto de cobre (utilizados a partir da solucao estoque de 10.000 ppm).

Para a obtenc¢ao das células vivas, estas foram separadas por centrifugacio e lavadas em
Tris-HCI pH 7 (10 mM), incubadas em Tris-HCI a temperatura ambiente por 12 horas para
consumo do excesso de nutrientes. Depois, as células foram separadas por centrifugacdo
novamente e, entdo ressuspendidas em solug¢do contendo 100 ppm de cobre (Tris-HC1 e TSM).

Para a células vidveis, ou seja, células vivas mantidas em meio com fonte de carbono, a
massa celular foi ressuspendida no volume inicial de 40 mL de meio TSM, adaptado de
(MERGEAY et al., 1985) contendo 0,10% de glicose (p/v) e 0,50% de glicerol (mL/L) 6,06
g/L de Tris; 4,68 g/L de NaCl; 1,49 g/L de KCI; 1,07 g/L de NH4Cl; 0,43 g/L de Na>SOs; 0,2
g/L de MgCl, x 6H20; 0,03 g/L de CaCl, x 2H20; 0,23 g/L de NaHPO4 x 12H20; 0,005 g/L de
Fe(IIT)(NH4) citrato; 1 mL de solug@o de elementos trago SL7 [para 1 L: 1 mL de HCl solugao
a 25%; 70 mg de ZnCl,; 100 mg de MnCl,.4H>0; 60 mg de H3BO3; 200 mg de CoCl2.6H20;
20 mg of CuCl.H20; 20 mg of NiCl2.6H,0 e 40 mg de (NH4)2M004.2H>0)], e CuCl, (100
ppm). Ja as células mortas e vivas foram ressuspendidas em 40 mL de Tris-HCI (10 mM) e
cobre, e incubadas a 28°C, 180 rpm para a adsor¢do do metal.

A biomassa foi medida através do calculo de peso seco. A concentragdo celular de 1 g/L
foi padronizada em todos os experimentos (seguindo os parametros dos experimentos de Chen
et al., 2005) e foi construida uma curva de correlacdo de absorbancia a 600 nm e peso seco das
bactérias utilizadas para adsorcdo, baseado no método de Olsson e Nielsen, descrito
anteriormente). As concentragdes de cobre durante o experimento foram medidas através de
ICP-OES.

O processo de dessorcdo foi obtido lavando-se o precipitado celular com Tris-HCI 10
mM pH 2, seguido de centrifugacdo de 5000 rpm em 20 minutos e entdo repetido o processo
com solugdo salina, 0,1M de NaOH, e novamente solucdo salina. Para ensaios de ressorcao, foi
inoculada a mesma amostra de célula (que passaram pelo processo de dessor¢ao) em Tris-HCI
ou TSM contendo 100 ppm de metal para a ressor¢ao, mantidos a 28 °C e em agitagdo de 180

rpm, apds 24 h a quantidade de metal foi analisada por ICP-OES.
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5.4.7 Influéncia do pH na adsor¢do do cobre

A principal variavel investigada em estudos de adsor¢do € o pH e isso se deve ao efeito
significativo do mesmo sobre a fragdo do metal adicionado que € adsorvido (SZE; LU; WONG,
1996). O pH ¢ o principal fator que governa as reagdes de adsorcdo de metais por coloides
organicos e inorganicos do solo (LU et al., 2006). A adsor¢do ¢ acompanhada de liberagao de
protons, sendo estes considerados os maiores competidores pelos sitios de adsor¢do (LU et al.,
2006). A entrada de um cation bivalente no sitio corresponde a saida de 1 ou 2 ions H', o que
diminui o pH.

Para determinar o pH 6timo de dessor¢do, a biomassa bacteriana (morta e viva) foram
expostas a quantidades iguais de metal em diferentes pH (pH 2,0; pH 5,0 e pH 7,0), e sua

eficiéncia de recuperagdo do metal foi calculada.

5.5  Estudo da Capacidade de Adsor¢do de outros metais (niquel e cadmio) por bactérias

1soladas do ambiente

A cepa que se mostrou mais resistente nos experimentos de adsor¢do com cobre foi
utilizada para reproduzir os experimentos de adsor¢cdo com outros metais toxicos. As células
foram crescidas em meio MJS e divididas em 3 conjuntos de subculturas idénticas: células
mortas (autoclavadas), células secas e células vivas.

Assim como nos experimentos anteriores, para a obtencao da biomassa de células vivas,

estas foram colhidas por centrifugagdo e lavadas em Tris-HCI pH 7,0 (10 mM) e incubadas em
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Tris-HCI1 (10 mM) durante 12 horas para consumo do excesso de nutrientes. Depois, as células
foram novamente centrifugadas e, ressuspendidas em Tris-HCI (10mM) contendo 50 ppm de
um dos metais estudados (NiCl, e CdCl,) e incubadas a 28 °C, 180 rpm para a adsor¢ao do
metal.

Para a obtencdo das células mortas, as células foram autoclavadas a 120°C por 30
minutos e a eficiéncia deste tratamento foi checada através da auséncia em meio agar contendo
Meio MJS (pela auséncia de crescimento celular). Para a producao de biomassa seca, as células
foram centrifugadas e a biomassa foi colhida e submetida a estufa a 105°C por 5 horas. Enfim,
as biomassas de células provenientes de diferentes tratamentos foram utilizadas em
experimentos de adsor¢do de niquel e cadmio.

Como no experimento com cobre, a biomassa foi medida através do calculo de peso
seco. A concentragdo celular de 1 g/L foi padronizada em todos os experimentos (de acordo
com os experimentos de Chen et al (2005) e foi usada a mesma curva de correlagdo de
absorbancia a 600 nm e peso seco das bactérias utilizadas para adsor¢do de cobre. As
concentracdes de niquel e cadmio durante os experimentos foram medidas através de ICP-OES

e digeridas a partir do método 2: “Digestdo acida em micro-ondas”, adaptado de EPA 3015.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolamento de micro-organismos resistentes a metais toxicos

Foram realizadas 5 coletas (maio e dezembro de 2012; mar¢o ¢ maio de 2013; marco de
2014) (Figura 12) para isolamento dos micro-organismos resistentes ao cobre. As amostras
coletadas foram submetidas ao crescimento em meio de cultura MJS com diferentes
concentragdes de cobre e as 2 maiores concentracdes que foi observado crescimento foram
submetidas a isolamento de colonias em placa. O crescimento bacteriano nas diferentes
concentracdes de cobre ¢ apresentado na tabela 2.

Pelos resultados observados, pudemos constatar crescimento de bactérias presentes nas
amostras coletadas. Este resultado comprova a existéncia de bactérias resistentes a cobre em
locais que apresentam altas concentragcdes do metal como haviamos proposto na tese, levando
a crer que bactérias promissoras na remediacdo de cobre estejam sobrevivendo nas amostras

coletadas.
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Figura 12 Mapa do Google Earth, contendo os pontos georeferenciados dos diferentes eventos de coletas feitas
para aquisicdo de amostras de solo e 4gua para isolamento de bactérias resistentes ao cobre.
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Tabela 2 - Crescimento bacteriano em diferentes concentra¢des de cobre. A coloragio azul indica que houve
crescimento nas amostras ¢ a coloragdo vermelha indica que nio houve crescimento bacteriano observado em
relagdo a variag¢do da concentragdo de cobre.

Amostras

Concentragdes de cobre

ImM

1°Coleta

O 0 9 N N A W oD O~

10

L e S S e = ==
O© 00 N O U B~ W N =

2°Coleta

BETE1
BETE2
BETE3
BETE4

Z

3°Coleta

2,5mM

5SmM

7,5mM

10mM



Amostras

Concentragdes de cobre

4°Coleta

16
17
18
19
20
21

5°Coleta

1S
28
3S
4S
SL
6S
7L
8S
9L
10 SL
138

ImM

2,5mM

SmM

7,5mM

10mM
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Concentragdes de cobre

ImM 2,5mM SmM 7,5mM 10mM

Amostras

13L
14S
15L

Uma vez crescidas em placas, as bactérias isoladas, foram estocadas em meios MJS com
glicerol 20% em freezer -80 °C, e submetidas a identificagdo genética e proteica e os dois

métodos foram comparados.

6.2  Identificagdo de micro-organismos por espectrometria de massas (MALDI-TOF)

A identificacdo realizada utilizando espectrometria de massas MALDI TOF Biotyper
(Bruker Daltonics), foi escolhida por se tratar de um equipamento que consegue realizar a
identificacdo em questdo de minutos, baseando-se em espectros de massa/carga de proteinas
ribossomais. Dubois et al., (2010) utilizaram o0 MALDI-TOF MS, para a identifica¢do de 152
cepas de Staphylococcus de origem clinica e ambiental. Com os resultados obtidos eles
concluiram que essa abordagem ¢ uma excelente alternativa aos métodos tradicionais e pode
ser utilizado para a analise das relacdes clonais e/ou taxonomica. A utilizagcdo do MALDI-
TOF MS também foi avaliada por Nagy et al., (2009) para a identificagcdo das espécies de
277 amostras clinicas do género Bacterdides, a identificacdo das espécies foi realizada com
MALDI software Bruker Biotyper Daltonik (Bruker Daltonics EUA) e os resultados e
identificagdo fenotipica convencional dos isolados foram utilizados como referéncia. Nagy
et al. (2009) concluiram que o poder de discriminagdo e identificagio do MALDI-TOF MS

mostrou-se superior aos testes bioquimicos para bacteroides.
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Identificacio por espectrometria de massas (MALDI TOF)

25
m Sem identificagcdo
Stenotrophomonas
20
m Ralstonia
15 Pseudomonas
m Klebsiella
10 m Enterobacter
m Cupriavidus
> B Burkholderia
- ® Bacillus
0
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 B Acinetobacter

Figura 13 Quantidade de isolados de cada género, provindos das cinco coletas. Identificadas por espectrometria
de massas MALDI TOF.

Conforme a Figura 13, durante primeira coleta foram isoladas 19 bactérias, sendo 8
individuos do género Pseudomonas, 6 Bacillus, 2 Enterobacter e 1 Burkholderia. Na segunda
e terceira coleta foram isoladas 22 bactérias em cada coleta, sendo que na segunda coleta foi
observado a presenca dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Enterobacter € na terceira coleta
apenas os géneros Pseudomonas e Enterobacter. A quarta coleta apresentou os géneros ja vistos
nas trés primeiras amostragens e mais um novo que foi o género Acinetobacter. Na quinta coleta
foi isolada uma variedade maior de micro-organismos incluindo os géneros Cupriavidus,
Stenotrophomonas, Klebsiella, Citrobacter e Ralstonia (Figura 13). Pelos resultados, pudemos
notar que a biodiversidade da ultima coleta foi significativamente maior. Uma das hipoteses
para este fenomeno pode ter sido o rapido processamento das amostras (enriquecimento seletivo
realizado logo apos a coleta), pois tal fato desfavoreceu a grande competidora Pseudomonas a

se reproduzir e ser encontrada em grande quantidade como aconteceu nas outras coletas, onde
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houve um maior periodo de espera para o processamento de amostras. Vale lembrar também,
que a Mina do Sossego estd em constante mudanga e movimento, € as coletas ndo foram feitas
nos mesmos pontos. Os demais parametros de metodologia para isolamento bacteriano sempre
foram mantidos em todas as coletas, por isso ndo devem ter propiciado este aumento de
biodiversidade.

Os resultados do trabalho mostraram a prevaléncia de bactérias do género
Pseudomonas, presente em todas as coletas, fato esperado em funcdo do seu amplo
metabolismo e ja descrito por varios autores (MORAGA; MERINO; MONDACA, 2003;
ROSENFELD; RAMSEY; GIBSON, 2003; HUSSEIN et al., 2004). O género Pseudomonas ¢
largamente citado na literatura como resistente a metais tdxicos por outros autores. Todas as
cepas isoladas por Hussein et al. (2004) em uma estacao de tratamento de esgoto no Egito eram
do género Pseudomonas sp., sendo 18 cepas com potencial tolerancia ao cobre, niquel, zinco,
cadmio e cromo. Moraga et al. (2003) também isolaram bactérias resistentes a metais toxicos e
encontraram, em sua maioria, cepas do género Pseudomonas e Alcaligenes provenientes da
Baia de Iquique, no Chile. Pseudomonas sp. ¢ um género conhecido pela versatilidade do seu
metabolismo e por isso € encontrada nos mais diversos habitats (ROSENFELD, 2003). Caille
& Perron (2007) descreveram dois sistemas de regulacdo do metabolismo celular de P.
aeruginosa ativados pelo cobre, pelos quais bactérias previamente tratadas com altas
concentracdes de cobre se tornaram mais aptas a absorver nao so o cobre, mas também outros
metais toxicos, como o zinco, corroborando o fato de que micro-organismos isolados de areas
de processamento de cobre sdo mais eficientes no processo de adsor¢do de metais tdxicos.

Além da familia Pseudomonadaceae, outras cepas encontradas na Mina do Sossego
também foram relatadas como resistentes a metais: Roane & Kellogg (1996) isolaram cepas da
familia Enterobacteriaceae em solos contaminados com chumbo no Canada, além de espécies
dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium sugerindo uma afinidade pela
biossor¢do de metais toxicos por tais géneros. Ja o trabalho feito por Dhakephalkar & Chopade
(1994) testou cerca de 40 estirpes de bactérias do género Acinetobacter isoladas de um local
contaminado por metais téxicos na India e concluiram que todas elas eram resistentes a pelo
menos 13 ions de metais toxicos, dentre eles o cobre, mercurio € chumbo.

Estudos feitos por Castro-Silva et al. (2003), em uma mina de cobre em Santa Catarina,

Brasil, encontraram cepas do género Bacillus resistentes a metais tdxicos, assim como o
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presente trabalho. Tal género também foi isolado em uma area contaminada por metais toxicos
na Turquia por Yilmaz (2003) e testado frente a concentracdes de até 2 mM de cobre.

Ja o género Burkholderia (presente em 3 coletas) foi descrito na literatura como
simbionte de plantas para a bioacumulagdo de metais tdxicos pelas mesmas. Huang et al.,
(2013) verificaram que a inoculacdo de uma cepa do género Burkholderia estimulou a
germinagdo das sementes de vegetais na presenca de cobre, promovendo o alongamento das
raizes e aumentando a diversidade de rizobactérias, favorecendo um maior acumulo de metais
toxicos em diversos tecidos vegetais.

Os géneros Cupriavidus e Ralstonia sio amplamente descritos na literatura como
resistentes a metais e utilizados na biossor¢ao (VALLS et al., 2000; ASCARRUNZ et al., 2011;
FERREIRA, 2011; BIONDO et al., 2012). Ferreira, (2011) usou estirpes de Cupriavidus para

remediagao de solos contaminados com cadmio e zinco.

6.3  Identificagdo Molecular das cepas isoladas

As 105 bactérias isoladas foram identificadas por técnica molecular (amplificagdo do
gene ribossomal 16S) para confirmagdo da identificacdo realizada pelo espectrometro de
massas MALDI/TOF Biotyper (Bruker Daltonics). O programa computacional possui
atualmente mais de 4000 espectros referéncias (cepas ATCC), os quais abrangem a taxonomia
proposta pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information). No entanto, ainda ¢
pequeno quando comparado ao banco de dados de sequéncias de rDNA 16S do RDP que possui
aproximadamente 3,000,000 de sequéncias depositadas.

Para identificacdo molecular as bactérias foram submetidas a extragdo de DNA ¢ o
sequenciamento de Sanger (sequéncias presentes no ANEXO F). As sequéncias de rDNA 16S

obtidas pelo sequenciamento foram comparadas ao banco de dados do NCBI (National Center



84

for Biotechnology Information). A Figura 14, mostra a distribuicdo dos géneros de bactérias

encontrados em cada coleta e identificados pela amplia¢do do gene ribossomal 16 S.

25

20

15

10

, 1IN
I

Coleta 1

Identificacao molecular das bactérias (16 S)

Coleta 2

Coleta 3

Coleta 4

Coleta 5

u Sem sequéncia

u Stenotrophomonas

B Ralstonia
Pseudomonas

B Pantoea

m Klebsiella

® Enterobacter
Cupriavidus

u Citrobacter

® Burkholderia
Bacillus

® Acinetobacter

Figura 14 Identificagdo dos diferentes géneros isolados, provindos das cinco coletas. Identificadas pela técnica do

gene ribossomal 168S.

Os resultados obtidos pelos dois métodos de identificagcdo (rDNA 16 S e MALDI TOF)

sdo comparadas a seguir nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15 Frequéncia das familias isoladas na Mina do Sossego (Canai dos Carajas, PA). Identificacdo feita por
MALDI-TOF e por amplificacdo do gene ribossomal 16S respectivamente.

Das 105 bactérias isoladas nas coletas, apenas trés nao foram identificadas pelo 16 S e

4 ndo foram identificadas pelo MALDI TOF, 86 estirpes resultaram na mesma identificagdo de

género para ambos os métodos de identificagdo (Figuras 15 e 16). Estes resultados mostram

que o Biotyper pode ser uma ferramenta muito util na identificacdo de bactérias resistentes a

cobre isoladas de amostras ambientais, pois apesar do grande investimento inicial para a compra

do equipamento, uma vez comprado ele possui um melhor custo-beneficio (preparo simples e

barato de amostras e as placas do MALDI sdo reutilizdveis). Além disso, hé de se contabilizar

a economia de tempo e o alto desempenho (a coleta do espectro de massas € a comparagdo com

o banco de

dados demora menos de 2 minutos por amostra).
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® Géneros correspondentes
® Géneros Diferentes
& Sem identificagdo MALDI

B Sem identificagdo 16 S

Figura 16 As porcentagens se referem ao total de familias identificados pela técnica de identificacdo ribossomal
e pela técnica de espectrometria de massas (MALDI- Biotyper), de todos os locais amostrados.

Vale lembrar que o banco de dados do Biotyper é baseado em cepas ATCC, cultivadas

em laboratorio, além do que, o equipamento ¢ bastante utilizado para diagnosticos hospitalares

em caso de infec¢@o causada por bactérias em seres humanos. Em nosso caso, para amostras

ambientais, o ideal ¢ a constru¢do de um banco de dados proprio relacionado a uma

identificacdo molecular pelo gene 16S. Assim, com um maior banco de dados, seria possivel

uma identificagdo mais acurada de forma rapida, sendo necessario empregar a técnica de

identificacdo do gene 16S apenas em casos em que a identificagdo apresentasse pontuago

baixa.
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6.3.1 Construgdo de Arvore Filogenética a partir dos resultados do MALDI-Biotyper

As cepas identificadas por MALDI TOF foram agrupadas em um dendograma
produzido pelo Software do equipamento Biotyper (Bruker Daltonics). Os espectros podem ser
descritos, comparados e correlacionados de diversas maneiras, sendo possivel classifica-los por
seu nivel de similaridade e parentesco (FOSTER, 2001).

Este trabalho teve por objetivo, a identificacdo de algumas bactérias isoladas
potencialmente mais promissoras para emprego em biorremediagdo e/ou bioacumulo de cobre,
ndo sendo importante, neste momento, a historia evolutiva destes isolados. Assim, a constru¢ao
de um dendograma com os resultados obtidos pelo MALDI-TOF, permite relacionar o grau de
similaridade entre as cepas isoladas baseado em sua constitui¢cdo proteica. O método de analise
que foi escolhido para a construcdo de arvores filogenéticas pertence a escola fenética, ou seja,
permite taxonomia numérica. Neste método, a maior importancia ¢ dada a similaridade entre os
organismos. Quanto maior a proximidade filogenética, maior a semelhanca entre eles (ALVES,
2001). O dendrograma da Figura 17, mostra a relacdo entre as cepas isoladas levando em conta
o espectro gerado no MALDI-TOF Biotyper.

O principal problema desta metodologia € que todas as informagdes contidas em uma
sequéncia ficam reduzidas a numeros levando a perda de informagdes da evolugdo do

microrganismo analisado (HORNIK, 2015).
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6.4  Padronizacdo do método de quantificagcdo de metais por ICP-OES

Diferentes procedimentos analiticos para digestdo dcida das amostras foram testados
neste trabalho, considerando que as amostras de solo podem sofrer interferéncia da matéria
organica. Deste modo, realizou-se digestao acida (acido nitrico) em bloco digestor (método 1),
digestdo acida (acido nitrico) em micro-ondas (método 2) e digestdo acida (agua régia) em
micro-ondas (método 3). Tais métodos foram comparados e os resultados apresentados na

Figura 18, onde todos mostraram uma boa correlagao (R? > 0,9) entre os pontos da curva.

Comparacao dos métodos de digestao
16 -
14 -
=12 -
g_ & Método 1
flo 7 y = 0.8196x - 0.0244
S o R2=0.9534
(=]
AT
8 6 - B Método 2
5 y=1.1173x - 0.4674
g 4 - R? = 0.9959
]
o 2
Método 3
0 { T T 1
ﬁ, 5 10 15 Y =1.5084x-0.3322
-2 - R?=0.9932
Concentragao calculada

Figura 18 Curva de calibracdo feita a partir dos 3 métodos de digestdo. As concentragdes do eixo x e y estdo em
ppm, sendo que o eixo x € o valor esperado de cobre na amostra e o eixo y € a concentragdo real mostrada pelo
equipamento ICP-OES.
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A tabela 3 mostra a média dos pontos de cada método, para uma andlise mais detalhada
de qual valor estd mais proximo do valor calculado. Nota-se que os valores dos pontos do
método 2 (micro-ondas e acido nitrico) encontram-se mais proximos do valor esperado de
cobre, quando comparado com os outros métodos. O uso instrumental em laboratorio das
interagdes entre micro-ondas e meios sélidos e liquidos tem sido reportado em muitos trabalhos
como uma fonte alternativa de energia com resultados positivos ndo sé para misturas digestoras,
mas também para extracdes, sinteses e microscopia (BOON; KOK, 1988). Estes resultados
apoiam-se principalmente na reducdo do tempo para obtengdo dos resultados quando
comparados aos métodos tradicionais e sdo baseados no controle da quantidade de energia
incidente, na alta taxa de transferéncia de energia ao sistema, no controle das condi¢des do meio
reacional e na seletividade de interacdo das ondas eletromagnéticas com espécies quimicas

polares.

Tabela 3 - Pontos da curva de calibragdo de cada metodologia de digestdo. Os pontos abaixo estdo em ppm e sdo
referentes a média aritmética das triplicatas. E importante lembrar que a detecgdo maxima do equipamento ¢ de
10 ppm, portanto os valores acima desta concentragdo foram extrapolados utilizando curva de deteccdo do

equipamento.
Pontos M¢étodo 1 M¢étodo 2 M¢étodo 3
Calculados

0,0 -0,77082 -0,77077 -0,70222
1,0 1,93113 1,10166 1,45063
2,5 1,97282 2,29401 3,1016
5,0 3,59992 4,9608 7,96097
10,0 8,30819 10,7477 14,4324

Nos métodos tradicionais de aquecimento, empregando a chapa de aquecimento
(método 1), a transferéncia de calor ocorre somente nas partes da amostra que estdo em contato
com a fonte de calor e este se propaga pelo meio através de processos de condugdo, convecgao
e irradiagdo. Neste caso, a dispersdo de calor por toda a solugdo eleva lentamente a temperatura
do sistema, e o maximo valor de temperatura que pode ser atingido pelo conteudo fica
basicamente limitado ao seu ponto de ebulicdo e pela pressdo ambiente. Por outro lado, o
aquecimento promovido por energia das micro-ondas (métodos 2 e 3) é um processo que se da
in situ, ou seja, a producdo de calor ocorre diretamente em cada molécula de um meio ao
interagir com a energia de micro-ondas. Este modo de aquecimento, que vem da propriedade

de um campo eletromagnético interagir com particulas carregadas e dipolos (MINGOS;
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BAGHURST, 1991) impulsionou o uso da radiagdo de micro-ondas como uma nova fonte de
energia para digestdes principalmente por via 4cida, sendo empregada na preparagdo de
amostras para determinagdo de elementos em diversos materiais (KINGSTON; JASSIE, 1988;
KINGSTON; HASWELL, 1999).

Enfim, para andlises das amostras de experimentos de biossor¢do, o método escolhido
para ser empregado para a digestdo das amostras antes de serem analisadas por ICP-OES foi a

metodologia 2, que utiliza o micro-ondas e o acido nitrico (EPA 3015).

6.5 Quantificacdo de metais nas amostras coletadas

No més de marc¢o de 2014, as amostras coletadas da mina de cobre Sossego (Canaa dos
Carajas, PA) foram direcionadas para quantificacdo de metais além de isolamento bacteriano e
estudos de biolixiviag@o. Os principais pontos de coletas sdo mostrados na Figura 19, tais pontos

foram coletados e armazenados para o isolamento de micro-organismos de agua e solo do local.
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Figura 19. As letras S, L e S+L representam respectivamente amostras solidas, liquidas e amostras contendo
partes sélida e liquida. As amostras de nimero 13 e 14 séo variagdes do local 10 e a amostra 15 é representativa
do fundo da cava de onde se extrai o minério de cobre processado.

Foram conduzidos estudos de caracterizacdo dos metais nas amostras coletadas, os quais
permitiram definir a composi¢do mineraldgica das amostras e outros parametros relevantes ao
estudo. Segundo Shimizu (2012), em estudos de caracterizagdo da Mina do Sossego, a
calcopirita ¢ praticamente o unico minério, € ocorre tanto na forma de micro cristais inclusos
nos minerais de ganga quanto como cristais maiores. Com excecao da pirita, os demais sulfetos
(calcocita, siegenita e milerita) ocorrem como tragos. Os resultados obtidos da concentracao de

alguns metais nas amostras coletadas estdo na tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados das analises de metais realizadas pelo ICP-OES. Os valores mostrados ja se encontram
calculados para a concentrago total da amostra. Foram identificadas as respectivas concentragdes para cadmio,
cromo, cobre, ferro, manganés, niquel e zinco. As Letras S, L e S+L nas amostras significam, respectivamente,

solo, liquido e solo com liquido.

Amostras liquidas (ppm)

Amostras Cd Cr Cu Fe Mn Ni Zn
Padrao 5 ppm 495 4,76 5,06 4,95 485 4,775 4,59
9L 0,9 0,48 0,44 0,47 0,47 0,54 0,99
I13L 0,9 0,48 0,64 0,5 0,56 0,55 0,78
15L 0,9 0,48 1,43 1,63 0,49 0,56 0,86
Branco digerido 09 048 0,45 0,48 0,47 0,54 1,58
CONAMA 397/2008

Limite de Efiuente 0,2 1,0 1,0 15,0 1,0 2,0 5,0

Amostras solidas (ppm)

Amostras Cd Cr Cu Fe Mn Ni Zn

1S 11,2 1491,72 32,79 335,09 13,21 20,53 23,31
28 11 1521,71 31,01 431,14 13,64 20,96 25,7
38 11,2 1546,51 41,73 593,69 13,81 23,25 2297
6S 11,3 1508,37 24,76 541,12 13,24 22,6 22,88
8S 11,1 147591 20,62 271,85 17,91 19,12 23,82
10S+L 11,2 1488,73 678,99 276,47 1592 21,59 22722
13§ 11,3 1547,21 207,22 1070,77 20,67 23,58 22,55
148 11 1509,64 709,68 457,58 16,2 21,1 2272

CONAMA 420/2009

Limite Solo Industrial*

20 400 600 - - 130 200

*Valores em mg.kg™' de acordo com 0 ANEXO II da Resolugio CONAMA 420/2009.
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6.6  Determina¢do da Curva de Crescimento dos isolados bacterianos selecionados

Uma vez que as bactérias podem ter diversos mecanismos de resisténcia a metais
toxicos, que podem ndo envolver sua remo¢do do meio ambiente, cCOmo ocorre nos processos
de adsorcdo, a resisténcia a altas concentragdes de CuClz ndo indica que um micro-organismo
possa ser aplicado com sucesso para a biorremediacdo, sendo necessario avaliar além da
resisténcia a capacidade de remog¢do do metal toxico de seu ambiente. Para a obtencdo de
resultados de adsor¢do mais precisos, faz-se necessario o conhecimento do perfil de
crescimento dos isolados. Para isso, foram construidas curvas de crescimento para os isolados
selecionados em Meio MJS e seu p maximo e tempo de duplicagdo (h) foram calculados, como

mostra o grafico na Figura 20 e 21 e a tabela 5.

Tabela 5 - Velocidade Maxima de Crescimento (Umsx €m abs por hora) das Cepas selecionadas e o Tempo de
duplicagéo (g em horas), o tempo de duplicagdo ¢ calculado a partir da divisdo do In 2 pelo pmsx observado em
cada cepa.

Cepaisolada  Velocidade maxima (umix) Tempo de duplicacio (h)
Acinetobacter sp. 0,4916 1,4
Burkholderia sp. 0,3975 1,7

Cupriavidus sp. 0,297 2,3
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Absorbancia (600 nm)

Crescimento Celular em MJS

3 Controle
e I 4
25 I 5 ¢ O Acinetobacter sp.
PO -
L @
4717 o .. .
2 RS 4; W maximo Acinetobacter
1 o

15 § ,.,_ Burkholderia sp.
1 i,.-"i y
!' ® L maximo Burkholderia
oS
0.5 S @ .
o 9 Cupriavidus sp.

O'—H—”—l'—ll—l-l—l--l—l—-l—l——l-l——l——ll——l-l——l—

0 5 10 15 °® p méaximo Cupriavidus

Horas

Figura 20 Curva de Crescimento dos isolados em meio MJS. O grafico mostra as diferentes fases de crescimento
das bactérias utilizadas para a adsor¢do de metais, Em pontilhado estdo os pontos utilizados para o calculo da
velocidade maxima de crescimento (plotados na Figura a seguir).

1.5

0.5

In da fase exponencial de crescimento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acinetobacter Burkholderia Cupriavidus
Linear (Acinetobacter) Linear (Burkholderia) Linear (Cupriavidus)
y =0.4916x - 1.6667 y =0.3975x - 1.5048 y =0.297x - 1.7908
R? = 0.8945 R?=0.9553 R?=0.9704

Figura 21 O grafico mostra a equag@o utilizada para o calculo da velocidade maxima de crescimento (L maximo)
de cada cepa isolada. O p maximo ¢é a inclinacdo da reta utilizando os pontos em fase exponencial (portanto se
y=Ax + B, o valor referente ao p maximo € o valor de A).
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6.7  Teste de concentragdo inibitéria minima de metais toéxicos — (MIC)

Para estabelecer um perfil de resisténcia de todas as cepas isoladas, foi avaliada a
minima concentracgdo inibitoria de cobre em diferentes concentragdes, numa mesma condigao
de cultivo, e os resultados sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Crescimento celular em diferentes concentragdes de cobre, visualizados apds 24, 48, 72 e 120 horas.
O sinal (+) significa que houve crescimento celular. A coluna nomeada como “isolados”, contém as seguintes

informagdes: tipo de amostra que foi isolada (S) Solo ou (L) liquida, seguido do ponto de coleta; a quantidade de
cobre que foi isolada previamente e o nimero de isolados com a mesma caracteristica.

Concentracido de CuCl: [mM]

Numero da Cepa Isolados
0o 1 25 5 75 10
1 S4.10.1 + +
2 S6.2,5.2 + +
3 S11.10.1 + +
4 S13.7,5.1 + + +
5 L14.7,5.1 + + +
6 S15.7,5.1 + +
7 S15.5.1 + +
8 L16.5.1 + +
9 L16.7,5.2 + +
10 S17.5.1 + + +
11 S17.7,5.1 + + +
12 S18.10.1 + +
13 L1.5.1 + + +
14 S5.10.1 + +
15 S5.10.2 + +
16 S5.10.3 + + +
17 S5.10.4 + + +
18 S6.2,5.1 + +
19 S12.10.1 + + +
20 SBetel.5.1 + +
21 SBetel.5.3 + +



Concentracido de CuCl: [mM]

Nimero da Cepa Isolados
o 1 25 5 175 10

22 SBetel.2,5.1 + 4+ +
23 SBetel.2,5.2 + + +
24 SBete2.2,5.1 + + +
25 SBete2.2,5.2 + + +
26 SBete2.2,5.3 + + +
27 LBete3.5.1 + + +
28 LBete3.5.2 + + +
29 LBete3.2,5.1 + + +
30 SBete4.7,5.1 + + +
31 LN.2,5.1 + + +
32 S0O.2,5.1 + + +
33 SO.1.1 +  + +
34 LP.2,5.1 +  + +
35 LP.1.1 + + +
36 SQ.2,5.1 + + +
37 SR.2,5.1 +  + +
38 SS.5.1 +  + +
39 ST.2,5.1 + + +
40 LY.2,5.1 + + +
41 LY.1.1 +  + +
42 L1.7,5.1 +  + +
43 L1.51 + + +
44 S2.7,5.1 + + +
45 S2.5.1 +  + +
46 S3.5.1 +  + +
47 L4.2,5.1 + + +
48 S5.5.1 + + +
49 L8.5.1 + 4+ +
50 S9.2,5.1 +  + +
51 L10.5.1 + + +
52 L10.2,5.1 + + +
53 L11.5.1 + + + 4+ o+
54 S12.10.1 +  + +
55 S12.7,5.1 + + +
56 L13.7,5.1 + + +
57 S14.7,5.1 +  + + +
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Concentracido de CuCl: [mM]

Nimero da Cepa Isolados
o 1 25 5 175 10

58 L15.5.1 + 4+ +

59 S16.7,5.1 + + + +
60 L17.5.1 + + +

61 L18.5.1 + + + + +
62 L18.2,5.1 +  + + + +
63 L19.5,1 + + + + +
64 S12.5.1 + + + +
65 S13.2,5.1 + + + + +
66 S14.1.1 + 4+ + + +
67 S14.2,5.1 + + + +
68 S15.5.1 + + + +
69 S15.7,5.1 + + + + +
70 S16.2,5.1 + + +

71 S16.2,5.2 + + +

72 S16.2,5.3 + + + + +
73 L17.1.1 + + + +
74 L17.1.2 + 4+ +

75 L17.1.3 + + +

76 L17.2,5.1 + + +

77 L17.2,5.2 + + +

78 S18.2,5.1 + + +

79 S18.2,5.2 + + +

80 S18.2,5.3 + + +

81 S18.2,5.4 + + +

82 L19.2,5.1 + + +

83 L19.2,5.2 + + +

84 L20.2,5.1 + + +

85 L21.1.1 + 4+ +

86 L21.2,5.1 + + +

87 S3.1.1 + + + +
88 S3.1.2 + + + +
89 S3.1.3 + + + +
90 S6.1.1 + + + +
91 S6.1.2 + + + + +
92 L7.1.1 + + + +
93 L13.1.1 + + + +
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Concentracido de CuCl: [mM]

Nimero da Cepa Isolados
o 1 25 5 175 10
94 S1.2,5.1 + + + +
95 S1.2,5.2 + + + +
96 S1.2,5.3 + + + +
97 S3.2,5.1 + + + +
98 L7.2,5.1 + + + +
99 L9.2,5.1 + + + +
100 L13.2,5.1 + + + +
101 S14.2,5.1 + + + +
102 S4.5.1 +  + + + +
103 S14.5.1 + + + +
104 S4.7,5.1 + + + + +
105 S5.10.1 + + + + +

Todas as cepas isoladas neste trabalho sdo resistentes a cobre em uma concentragdo de
2,5mM, ndo interferindo no seu crescimento em 24 h. A partir de uma concentracdo de 5 mM
de cobre 31% das cepas sdo resistentes e conseguem crescer em 72h. Destas, apenas 11 % das
cepas isoladas sdo capazes de crescer em uma concentragdo de 7,5 mM de cobre (cepas de

numeros 53, 61, 62, 63, 65, 66, 69, 72,91, 102, 104 e 105) (Figura 22).
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Crescimento bacteriano em Cobre

Cun 2,5mM Todas as cepas
X4h

53,57, 50, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 63, 69, 72,
Cu 5,0mM 73, 87, 88, 89, 00, 01, 02, 03, 04_ 05, 06,97, 08,
72h

99,100, 101, 102, 103, 104, 105.
Cuo 7.5mM
72h 53, 61, 62, 63, 63, 66, 69 72, 91, 102, 104, 105.

Sem crescimento observado

Figura 22 Crescimento celular em diferentes concentragdes de cobre, visualizados apds 24, 48, 72 ¢ 120 horas. Os
numeros ao lado direito sdo referentes as cepas que apresentaram crescimento em tais concentragdes de cobre.

Comparando-se o MIC das bactérias isoladas no presente trabalho com as minimas
concentracdes inibitdrias obtidas de alguns micro-organismos vistos na literatura (Tabela 7),
pode-se observar que a resisténcia ao cobre apresentada pelos isolados, encontra-se bastante
acima daquelas obtidas para outros micro-organismos, evidenciando o elevado potencial para
aplicag@o em processos de biossor¢do. O fato dessas linhagens serem isoladas do proprio meio-
ambiente, possibilita sua aplicagdo em processos de biorremediacdo in loco, uma vez que nao
apresentam nenhum tipo de alteracdo genética e, portanto, apresentam menor risco a microbiota

local quando reintroduzidas no meio ambiente.

Tabela 7 - Minima concentracdo inibitdria de cobre no crescimento microbiano de bactérias encontradas na

literatura.
Micro-organismo MIC Cu*?
Pantoea stewartii DSM 30176 1.5
Sphingomonas panni DSM 15761 2.0
S. panni R65P 0.75
S. haemolyticus 170 2.0

Staphylococcus epidermidis DSM 20044 1.0
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Micro-organismo MIC Cu'*?
S. epidermidis L77 1.5
S. warnerii L47 2.0
Brachybacterium conglomeratum DSM 10241 0.5
B. conglomeratum N96 0.5
Micrococcus luteus DSM 20030 2.0
M. luteus 151 1.5
Kocuria marina JCM 13363 2.0
K. marina L73 2.0
K. palustris R40 0.75

*Fonte: Espirito.

Uma vez que as células podem crescer na presenca de concentragdes significativas de
metais e, devido a elevada capacidade de biossorcdo de metais em condigdes aerobias, estas
bactérias podem ser potencialmente aplicaveis em biorremediagdo in situ de sistemas aquosos
contaminados por metais toxicos.

As cepas que cresceram em 7,5 mM de cobre passaram por uma sele¢@o a fim de eleger
as mais aptas para o estudo de biossor¢ao quanto aos mecanismos de biossor¢ao e dessorcao de
cobre, os efeitos do pH nestes mecanismos, além de serem testadas frente a outros metais

toX1cos.

6.8  Teste de selegdo prévia dos micro-organismos mais resistentes

As células que cresceram na presenga de 7,5 mM de cobre nos testes de MIC tem
maiores chances de serem bons biossorventes, porém ¢é possivel que a sua relacdo com o metal
ndo seja quelante, mas apenas um mecanismo de resisténcia que faz com que o metal ndo cause

danos ao metabolismo celular e a célula consiga se reproduzir.
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Para selecionar as bactérias com maior potencial de adsorcdo, dentre as cepas que
cresceram a 7,5 mM de cobre, foi montado um experimento contendo 100 ppm de cobre e
depois re-adicionado o equivalente a 500 ppm do metal e medido a concentragdo de cobre no

meio apos 24 h (Figura 23).

Crescimento das Cepas em Cobre

(MIC) 7.5mM

11%

Smh

20%
- '

.,—'-""'_ﬂf

53 Enterobacter sp.
105 Cupriavidus sp.
69
91 Burkholderia sp.

S

—_

72 Acinetobacter sp.

Figura 23 O grafico mostra as porcentagens dos MIC das cepas em diferentes concentragdes de cobre, e as cepas
que compdem o seleto grupo das que sdo resistentes a 7,5 mM de cobre

A Figura 24 mostra os resultados de tais cepas frente ao metal. E possivel verificar que
as cepas da familia Burkholderiaceae (104, 91 e 105) foram as mais eficientes na remocao de
metal, seguido das Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Enterobacteriaceae. As familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, ja foram amplamente estudadas em outros trabalhos
e sua relacdo frente aos metais ja ¢ bem conhecida e seu mecanismos bem detalhados, por isso

tais cepas ndo foram escolhidas para um estudo de adsorgao.
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Figura 24 Teste para selecdo de cepas mais eficientes na adsor¢@o do cobre. O experimento foi feito em meio
MIJS e 100ppm de cobre, a 28 °C ¢ 180 rpm. Foram adicionados mais 500ppm do metal apds 24h de experimento

para verificac@o da capacidade de adsorgdo de cada uma das cepas testadas.

As cepas escolhidas foram a 104 (por ter a melhor adsor¢do de cobre) sendo pertencente

a familia Burkholderiaceae e género Burkholderia, a cepa de nimero 105 (por apresentar um

bom desempenho), e apesar de ser da mesma familia que a cepa anterior, € pertencente a um

género diferente (Cupriavidus) e a cepa 72 por ser a unica pertencente a familia Moraxellaceae

e género Acinetobacter.

Tais cepas foram estudadas quanto aos mecanismos de biossorcao e dessor¢do de cobre,

os efeitos do pH nestes mecanismos, além de uma delas (Burkholderia sp, cepa numero104) ser

testada frente a outros metais toxicos (niquel e cddmio).
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6.9  Determinacdo da Massa Seca das bactérias selecionadas para a biossor¢ao

A fim de determinar o peso seco da cultura microbiana, as bactérias escolhidas para os
experimentos de biossor¢do foram filtradas em um sistema de filtragdo a vacuo e o peso inicial
e final de filtros de membranas de 0,22 um foram secos em micro-ondas e pesados.

Os experimentos foram realizados em triplicatas, ¢ as médias aritméticas foram
utilizadas para comparar o valor de massa seca de cada absorbancia (600 nm), as figuras a seguir
mostram a relagdo entre o peso seco de biomassa de Acinetobacter sp. (Figura 25), Burkholderia
sp. (Figura 26) e Cupriavidus sp. (Figura 27) e a sua OD em 600 nm, e as equagdes de
conversao.

A partir da massa seca € possivel estimar o peso da amostra de bactérias, a partir de sua
absorbancia em espectrofotometro. As equacdes de conversao foram utilizadas a fim de separar
uma mesma quantidade (em gramas) de biomassa para os experimentos de adsor¢do com

metais.

Massa Seca - Acinetobacter sp.
3 -
2.5 -
e
£15 -
g 41
y =2.3975x + 0.331
0.5 - 2=0.9918
0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Abs 600nm

Figura 25 Relag@o entre o peso seco de biomassa de Acinetobacter sp. € a sua absorbancia em 600 nm, ¢ a
equacdo de conversio.
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Massa Seca - Burkholderia sp.

3.5 -
3 -
2.5 -
2 -
1.5 -

1 - y =2.2578x + 0.2983
0.5 - R?=0.9856

O T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Abs 600nm

mg/mL

Figura 26 Relacdo entre o peso seco de biomassa de Burkholderia sp. e a sua absorbancia em 600 nm, e a
equagdo de conversdo.

Massa Seca - Cupriavidus sp.
25 -
2.0 -
g 1.5 *
on
g 1.0 y=1.1751x + 0.3109
0.5 R? = 0.9808
0.0 T T T 1
0 0.5 1 1.5
Abs 600nm

Figura 27 Relag@o entre o peso seco de biomassa de Cupriavidus sp. e a sua absorbancia em 600 nm, e a equagio
de conversio
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6.9.1 Influéncia do pH na biossor¢ao de cobre

O ajuste do pH ¢ uma condicdo necessaria para a solubilizagdo dos compostos metalicos
(LEAHY; SCHWARZ, 2009). A maioria dos micro-organismos utilizados em processos de
biolixiviagdo sdo acidofilos e, obviamente, dependentes do ambiente 4acido para sua
sobrevivéncia. Por isso, os experimentos foram estudados em pHs 7,5 e 2,0 (partindo de pH
neutro a acido, portanto experimentos em pH alcalino ndo foram feitos).

As figuras a seguir mostram a influéncia do tempo de contato em relag@o a biossor¢ao
de metal nos trés pH estudados. Na Figura 28 verifica-se uma rapida adsorc¢do de cobre logo na
primeira hora de experimento, corroborando os experimentos feito por Salvadori et al. (2013).
Apos 7 horas de experimento as biomassas mortas de Acinetobacter sp., Burkholderia sp. e
Cupriavidus sp. demonstraram uma melhor adsor¢do de cobre quando comparadas as
respectivas biomassas frescas. O estudo feito por Salvadori et al. (2013) demonstrou uma
adsor¢do maxima de cobre por biomassa morta maior do que a comparada a biomassa fresca de
H. lixii (19,9 mg.g' e 7,2 mg.g' respectivamente), tal fato pode ser explicado devido ao
processo de adsor¢do em Tris-HCI ser estritamente fisico-quimico, ndo havendo fonte de
carbono que favoreca a biomassa viva, favorecendo entdo a biomassa morta, pois tais amostras
contém proteinas desnaturadas, que expde uma maior superficie de contato, favorecendo assim,
a adsorcao.

Na literatura, o pH 6timo para a adsor¢do de metais gira em torno de 5,0. Experimentos
feitos por Voss & Thomas (2001) mostraram que alteracdo do pH de 5,0 para 3,0 diminui a
quantidade de cobre adsorvido por Pseudomonas sp. e Bacillus sp.. Este fato ¢ observado
também nos experimentos realizados neste trabalho (Figuras 28 e 29). Dentre os diferentes pH
estudados, a melhor adsorc¢ao ocorre no pH 5,0 (Figura 29), onde 31,4 mg de cobre ¢ adsorvido
por grama de célula morta de Burkholderia sp. apds 7 horas de experimento, demonstrando uma
melhor adsor¢do quando comparada com os experimentos de pH 7,0 e 2,0 com adsor¢do de

18,9 mg. g'e 22,3 mg.g™! respectivamente (Figuras 28 e 30).



107

Um fato interessante observado nos experimentos de pH 5, € que as células vivas e
mortas de Cupriavidus tiveram praticamente a mesma eficiéncia de adsor¢ao de cobre apds 7
horas de experimento, ndo havendo grande diferenca entre os dois tipos de tratamentos de
biomassa.

Em todos os pHs estudados, observa-se uma melhor adsor¢do da biomassa morta de
Burkholderia sp., seguido da cepa de Acinetobacter sp. e Cupriavidus sp. (sendo que a
eficiéncia de adsorcdo de cobre da biomassa morta de todas as cepas estudadas foi superior a
biomassa fresca da mesma cepa). Para os experimentos com outros metais foi escolhida a cepa
de Burkholderia sp. e seus diferentes tratamentos de biomassa, a fim de testar sua eficiéncia
frente ao niquel e ao caddmio, tais resultados serdo mostrados adiante, neste mesmo trabalho.

Dentre as cepas estudadas neste trabalho, a biomassa de Cupriavidus sp. obteve o pior
desempenho na adsorcdo de cobre quando comparada as demais espécies em todos os pHs,
porém o género Cupriavidus é conhecido na literatura pela sua resisténcia a ions metalicos
(BIONDO, 2008). O que pode ter acontecido neste trabalho ¢ a inadequacdo de condic¢des
otimas de cultivo, pois o desenho experimental ndo inclui a otimizac¢do do processo (como por
exemplo, complementacdo nutricional e ajuste da temperatura). Tais condi¢des elevariam nao
apenas a producdo de biomassa, mas também poderiam acarretar na elevacio da adsorc¢do dos

ions de cobre pela célula.
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A Figura 31 mostra a influéncia do pH nos diferentes experimentos de adsorcdo de
cobre. Como falado anteriormente, o pH mostra ser uma varidvel importante no processo de
adsorg¢do de cobre, e foi verificado que nos experimentos com Tris-HCI, o pH 5,0 € o ideal para

a adsorg¢do, corroborando assim, experimentos feitos por Voss & Tomas (2011).

Efeito do pH na adsorcio de cobre em Tris-HCI
40
-
35 T
30 Morta + Tris (A)
Eﬁ 25 Morta + Tris (B)
E 20 Morta + Tris (C)
§ 15 » = - Viva + Tris (A)
ST ' —&— Viva + Tris (B)
5 Viva + Tris (C)
0
7 5 2
pH

Figura 31 Efeito do pH na adsorg¢do de cobre. Os experimentos foram feitos em Tris-HCI e em diferentes pHs (7,0;
5,0 e 2,0) a uma concentragdo de 100 mg.L"'. As biomassas vivas e mortas das células de Acinetobacter sp. (A),
Burkholderia sp. (B) e Cupriavidus sp. (C) foram mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C e as
amostras foram analisadas em ICP-OES apds 24 horas de tempo de contato.

A fim de testar a eficiéncia de adsor¢do de cobre pelas células vivas e viaveis das cepas
estudadas, foi montado um experimento em meio TSM (meio minimo contendo fonte de
carbono). Em geral, todas as espécies em meio TSM (Figura 32) foram melhores biossorventes
que os experimentos com Tris-HCI, ndo importando o pH. O resultado deve-se as cepas estarem
metabolicamente ativas e assim ocorre o aumento da sua biomassa, colocando este grupo a
frente dos demais estudados (células vivas e mortas em Tris-HCI).

A melhor eficiéncia de adsor¢do de cobre em TSM observada foi em pH 7,0 (Figura
32). Este fato se deve porque o pH 6timo de crescimento das bactérias selecionadas no trabalho
(Acinetobacter sp., Burkholderia sp. € Cupriavidus sp.) gira em torno de tal pH (MAGRI et al.,
2013). Neste experimento novamente ¢ visualizado uma melhor adsor¢do das cepas de
Burkholderia sp. (pH 7,0) fato ja esperado devido ao seu bom desempenho nos experimentos

de resisténcia (MIC), adsor¢do prévia e adsor¢cdo em Tris HCI (em todos os pHs).
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Diferente dos experimentos em Tris-HCI, apds 7 horas de experimento com TSM, as
cepas de Cupriavidus sp. mostraram melhor eficiéncia de adsorcdo do que as cepas de
Acinetobacter sp. Em Acinetobacter sp. verifica-se uma diminui¢ao da eficiéncia de adsorcao
apds atingir seu maximo, fato melhor observado em pH 5,0 (quadrado laranja da Figura 32)
mas que se repete em outros pHs (ver pH 7,0 e 2,0 de Acinetobacter sp., na Figura 32). Tal fato
deve-se a0 mecanismo de resisténcia desta bactéria ao metal, que transforma a forma do cobre
em uma forma menos tdxica a bactéria e assim ocorre a dessor¢do espontdnea (MONCHY et
al., 2006).

As cepas em geral tiveram uma melhor eficiéncia de adsor¢do, em meio TSM pois tais
bactérias, por serem isoladas de uma drea de processamento de cobre, possuem uma grande
probabilidade de terem genes de resisténcia a metais. Em geral, sdo admitidos seis mecanismos
envolvidos na resisténcia a metais: exclusdo de metais por barreira de permeabilidade,
transporte ativo de metais através da célula/organismo; sequestro intracelular de metais por
proteinas de ligagdo; sequestro extracelular; detoxificacdo enzimatica do metal para forma
menos toxica; redugdo da sensibilidade dos metais de alvos celulares (Rouch ez al. 1995; Perpetuo
etal. 2011).

Segundo Rensing & Grass, (2003) e Monchy et al. (2006), o mecanismo bdsico de
resisténcia a cobre por Cupriavidus sp., comum a vdrias bactérias, ¢ composto pelos genes
copSR copABCD. Os genes copS e copR codificam uma histidina quinase e um regulador de
resposta, respectivamente, que controlam a expressao dos genes copABCD. Quando ha falta de
cobre e a CopA (captagdo de cobre) € ativada, ou quando ha excesso de cobre e a CopB (extrusio
de cobre) ¢ ativada (Odermatt & Solioz, 1995). O gene de resisténcia ao cobre é codificado pelos
cop genes (copA, copB, copC e copD) no género Cupriavidus. O gene copA que codifica uma
oxidase multi-cobre ¢ um dos genes determinantes envolvidos no mecanismo de resisténcia ao
cobre em bactérias Gram negativas. Ele € responsavel por codificar uma oxidase que oxida o cobre
I para uma forma menos toxica, o cobre Il (RADEMACHER; MASEPOHL, 2012). As proteinas
CopB e CopC estiio envolvidas na ligagio de fons livres Cu™!/Cu*? no periplasma. CopD forma

um canal na membrana interna, permitindo o transporte de fons Cu*? para o citoplasma.
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Adsor¢ao de CuCl, em TSM
100
= 90 T
0 T T 1 epH7(A)
& 8 - i 1 < T 1
g 70 i I X E: ¥ 1 mpH 5 (A)
i 1% i <
€ 60Fi I g g 3 3 ApH2 (A)
< 50 §i i : pH 7 (B)
S 0 = e " XpHS(B)
g 301 i i epH 2 (B)
_g 20 & & F Y A
< 10 1 pH 7 (C)
0 = T T T T T T 1 pHS(C)
0 2 3 4 5 6
H2(C
Horas P ©

Figura 32 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 100 mg.L-! de CuCl, em TSM nos diferentes pHs
estudados. As células viaveis de Acinetobacter sp. (A), Burkholderia sp. (B) e Cupriavidus sp. (C) foram mantidas
sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C. As amostras foram digeridas e analisadas em ICP-OES.

A Figura 33 mostra a influéncia do pH nos experimentos de adsor¢ao de cobre de massas
vivas em TSM apos 24 horas de experimento. Diferente dos experimentos em Tris-HCI,
discutido anteriormente, o pH 6timo para a adsorcdo de cobre foi 7,0 enquanto para os
experimentos em Tris-HCI o pH 6timo foi 5,0. A diferenca entre os dois experimentos € que a
bactéria se encontra metabolicamente ativa e, portanto, sua maquinaria celular se mostra mais

eficiente no pH 6timo de crescimento bacteriano.
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Efeito do pH na adsorc¢ido de Cobre em TSM
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Figura 33 Efeito do pH na adsorc@o de cobre. Os experimentos foram feitos em TSM e diferentes pHs (7,0; 5,0 e
2,0) e concentracio de 100 mg.L"!. As biomassas vivas das células de Acinetobacter sp., Burkholderia sp. e
Cupriavidus sp. foram mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C. As amostras foram analisadas em
ICP-OES ap6s 24 horas em solug@o.

6.10 Teste de adsor¢do, dessor¢do e ressor¢ao de cobre

Para os experimentos de adsor¢do e dessor¢do, as células das cepas selecionadas
(Acinetobacter sp, Burkholderia sp e Cupriavidus sp) foram crescidas em meio MJS até sua
fase exponencial. Tais culturas foram divididas em 2 conjuntos de subculturas idénticas: massa
morta e viva (testada em Tris-HCl e TSM). Assim, 1 gL' de biomassa foi utilizada para
adsorver 100 ppm de CuCl; e sua adsorg¢ao foi analisada em ICP-OES apds 24 horas. As Figuras
34, 35 e 36 mostram a eficiéncia de adsor¢cdo (colunas amarelas) e o reaproveitamento da
mesma massa celular na ressor¢do do metal (colunas azuis), das diferentes cepas em 3

condig¢des de pH, em 180 rpm de agitacdo e temperatura de 28 °C apos 24 horas de experimento.
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E notivel a diminuicio da eficiéncia de adsor¢io apds a dessor¢do. Todos os
experimentos feitos com Acinetobacter sp. tiveram diminui¢do da eficiéncia de adsor¢do
durante a ressor¢cdo (Figura 34), porém em pH 2,0 nota-se uma completa ineficdcia em
readsorver o metal apos a dessor¢do utilizando as células vivas em TSM. Tal fato, foi também
visualizado em todos os pHs na cepa de Burkholderia sp. viva e morta em Tris (Figura 35),
durante a dessor¢do ocorre uma alteracdo abrupta de pH (pois trata-se de um tratamento
contendo acido — dgua — base) para que haja a liberagdo do metal das células, o que pode ter
ocorrido € que o método utilizado, descrito por Chen et al. (2005), ndo tenha sido eficiente e o
metal continue retido a célula, ndo havendo superficie de contato para uma reabsorgao.

Apos 24 horas de experimento, a Figura 35 mostra que a Burkholderia sp. teve melhor
eficiéncia de adsorcao (barras amarelas) em qualquer pH estudado, quando comparado com as
outras cepas estudadas no trabalho (Figura 34 -, Acinetobacter sp. e Figura 36- Cupriavidus
sp.), porém essa efici€éncia ndo se repete nos experimentos de ressor¢do, onde tal cepa nao se
mostrou apta a ressorver o cobre em qualquer dos experimentos com Tris-HCI (Figura 35 barras
azuis nos tratamentos de biomassa viva ou morta), apenas houve ressor¢ao nos experimentos
com TSM, e ainda assim verifica-se uma diminui¢do da eficiéncia (Figura 35, barras azuis).

Nos experimentos com Cupriavidus sp. (Figura 36), nota-se uma perda da capacidade
de adsorcdo apos a dessor¢@o (como nas demais cepas que tiveram algum tipo de adsor¢io apos
este procedimento), porém esta cepa € a Unica que possui alguma capacidade de readsorver
metal em qualquer pH e em qualquer tratamento de biomassa, tornando esta cepa a melhor no
quesito “ressor¢do”. Este fato deve ser levado em conta ao implantar um método de
biorremediacdo “in situ” pois a mesma biomassa pode ser utilizada varias vezes, tornando o

processo economicamente viavel.
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Figura 34 a 36 Eficiéncia de biossor¢do do metal antes e depois da dessorcdo, utilizando-se da mesma massa
celular. As células de Acinetobacter sp. (Figura 34), Burkholderia sp. (Figura 35) e Cupriavidus sp. (Figura 36)

foram mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C. As amostras foram retiradas apds 24h de incubacdo
e analisadas em ICP-OES.
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6.11 Experimentos de biossor¢do com outros metais

Afim de testar a eficiéncia da biossor¢ao de outros metais toxicos pela cepa isolada de
area de mineragdo de cobre, foi feito um experimento com a biomassa da cepa mais eficiente
na adsorc¢do de cobre sd que agora contendo niquel e cddmio. Para isto, a cepa Burkholderia sp.
foi crescida em MJS e sua biomassa colhida para experimentos de adsor¢do com tais metais.

As Figuras 37 e 38 mostram as curvas de padrdes de quantificacdo dos metais estudados
em ICP-OES. A metodologia de digestao utilizada foi a mesma escolhida para os experimentos
com cobre (Metodologia 2, Digestio com Acido Nitrico em micro-ondas, descrita

anteriormente).

30 1
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Figura 37 Curva de Calibragdo de niquel (pontos de 0 a 20 ppm) para ICP-OES.
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Curva de Calibracao - Cadmio
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Figura 38 Curva de calibrag¢do de cadmio (pontos de 0 a 20 ppm) para ICP-OES.

6.11.1 Adsorc¢do de niquel por Burkholderia sp.

Para os experimentos de adsorcdo, as células de Burkholderia sp. foram crescidas em
meio MJS e foram divididas em 3 conjuntos de subculturas idénticas: massa morta, seca e viva
(esta testada em Tris-HCI e TSM). Assim, 1 g.L'! de biomassa bacteriana foi colocada para
adsorver 50 ppm de NiCl, em diferentes pHs (2,0; 5,0 e 7,0). As figuras a seguir mostram a

influéncia do tempo de contato em relagdo a biossor¢do de metal nos trés pHs estudados.
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Adsorc¢iao de Niquel (pH 7)
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Figura 39 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 50 mg.L™! de NiCl, em pH 7,0. As biomassas vivas
(em Tris-HC1 10 mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HC] 10 mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C e as amostras foram analisadas em ICP-OES.

A Figura 39 mostra uma melhor adsor¢do de niquel pela biomassa morta em pH 7,0
(fato que se repete em pHs 5,0 e 2,0 - Figuras 40 e 41), a biomassa morta apresenta uma
biossor¢do inespecifica de metal, o que explicaria uma adsor¢o a qualquer metal (ndo somente
o cobre). Porém, quando comparamos os experimentos em meio TSM (meio minimo com fonte
de carbono), nota-se que a bactéria ndo se mostra tao eficiente na adsor¢cdo do niquel quanto
com o cobre (onde foram obtidas as melhores taxas de adsor¢do com Burkholderia sp.
utilizando os mesmos parametros).

O mesmo perfil de adsor¢do de niquel segue os demais pHs estudados: massa morta
com melhor adsorcdo, a biomassa viva e seca seguindo o mesmo padrdo e a biomassa viva em

TSM tendo a pior performance.
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Adsorc¢io de Niquel (pH 5)
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Figura 40 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 50 mg.L! de NiCl, em pH 5,0. As biomassas vivas
(em Tris-HC1 10 mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HC] 10 mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C. As amostras foram analisadas em ICP-OES.

Em pH 2,0 a biomassa viva com TSM mostra-se completamente incapaz de adsorver
Niquel com resultados baixissimos que ficam préximos de 1 g.mg! (Figura 41).

A cepa Burkholderia sp. ¢ citada na literatura como uma cepa resistente a niquel,
Dourado et al., (2015) estudou a atividade de enzimas de duas cepas de Burkholderia
cenocepacia ¢ comparou seus estudos com experimentos de adsor¢do contendo concentragdes
altas de niquel (4 mM), onde a maior taxa adsor¢do visualizada foi de apenas 2 mg.g™' de
células. Taxa considerada baixa quando comparamos com os resultados do presente trabalho,

mas altas devido a toxicidade do metal.
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Adsorciao de Niquel (pH 2)

18
<16
o
g X
= 12
g 10 - ® Seca
o 8 ® B ® Morta
< » a
.g 6 = ® ] o Viva
1 {
A 4l ® Viva + TSM
)
< . ,

0 e e

0 1 2 3 4 5 6 7
Horas

Figura 41 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 50 mg.L! de NiCl, em pH 2,0. As biomassas vivas
(em Tris HC1 10 mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HCI 10 mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de 28 °C. As amostras foram analisadas em ICP-OES.

6.11.2 Adsor¢do de cadmio por Burkholderia sp.

Para os experimentos de adsorcdo, as células de Burkholderia sp. foram crescidas em
meio MJS e foram divididas em 3 conjuntos de subculturas idénticas: massa morta, seca e viva
(esta testada em Tris-HCI e TSM). Assim, 1 g.L'! de biomassa bacteriana foi colocada para
adsorver 50 ppm de CdCl, em diferentes pHs (7,0, 5,0 e 2,0). As figuras a seguir mostram a
influéncia do tempo de contato em relag@o a biossor¢@o de metal nos trés pHs estudados.

Diferente dos experimentos com niquel, a Figura 42 mostra que ocorre uma melhor
adsor¢do de cadmio pela biomassa seca e ndo morta em pH 7,0 (e este fato também se repete
nos demais pH estudados). Como a biomassa morta, a biomassa seca ¢ responsavel pela

adsorcdo inespecifica de metal. Apds a secagem da biomassa, esta apresentou uma consisténcia
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solida (como uma rede porosa), tal caracteristica otimiza a captagdo do metal e melhora a

capacidade de adsor¢do inespecifica.
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12
‘7‘3 10 P
?‘, T+
o 8 g = B
(é . o) Seca
3 @ o Morta
S 4 I Viva
5 Viva + TSM
3 2
<
<

0 S —

0 1 2 3 4 5 6 7
Horas

Figura 42 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢ao de 50 mg. L-1 de CdCl, em pH 7. As biomassas vivas
(em Tris HCI 10mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HCl 10mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitagdo a 180rpm e 28 °C e as amostras foram analisadas em ICP-OES.

Nos experimentos com Tris-HCI, a biomassa viva s6 demonstra alguma afinidade ao
cadmio em pH 7,0 (marcadores cinzas, na Figura 42) e nos demais pHs ndo ha nenhuma
adsorc¢do (marcadores cinzas das Figuras 43 e 44). A biomassa viva com TSM possui valores
baixos de adsor¢do em qualquer pH mostrando apenas uma pequena adsor¢do (menor que
2mg.g") em pH 5,0 e 2,0 (Figuras 43 e 44).

Comparando-se os diferentes pH estudados, nota-se uma diminui¢do na capacidade de
adsorcdo em pH 2,0. A Figura 44 mostra a melhor eficiéncia de adsor¢do de cadmio por
biomassa seca apds 24 horas de experimento em tal pH (e mesmo assim, os valores sd3o menores

que 4 mg.L™1).
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Adsorc¢io de Cadmio (pH 5)
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Figura 43 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 50 mg.L-1 de CdCl, em pH 5. As biomassas vivas
(em Tris HCI 10mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HCl 10mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitacdo a 180rpm e 28 °C e as amostras foram analisadas em ICP-OES.

Adsorc¢io de Cadmio (pH 2)
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Figura 44 Efeito do tempo de contato durante a biossor¢do de 50 mg.L-1 de CdCl, em pH 2. As biomassas vivas
(em Tris HCI 10mM e TSM), secas e mortas (apenas em Tris-HCl 10mM) das células de Burkholderia sp. foram
mantidas sob agitagdo a 180rpm e 28 °C e as amostras foram analisadas em ICP-OES.

Em se tratando de biorremediagdo de cddmio, a Burkholderia sp. é citada como um
simbionte de plantas usadas na fitorremediagdo de metais. A presenc¢a da bactéria no solo faz
com que a planta consiga adsorver grandes concentracdes do metal, mas no estudo feito por

Ribeiro (2013), a maior eficiéncia de adsor¢ao pela célula de Burkholderia sp. foi em pH neutro
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(assim como neste trabalho), mas muito menor do que descrito aqui atingindo cerca de 0,7
mg.g' (679,54 pg de metal por grama de biomassa). No presente estudo foi observado uma

eficiéncia de adsor¢io de cadmio maior que 10 mg.g!' em pH 7,0.
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7 CONCLUSAO

Esse trabalho visou o estudo da microbiota de uma area de mineragao, o isolamento dos
micro-organismos resistentes ao cobre, a identifica¢@o por dois métodos diferentes, o estudo da
biossor¢do do metal utilizando tais micro-organismos e o estudo da biossor¢do com outros
metais toxicos. Estes dados poderdo viabilizar estudos posteriores de remediacdo de locais
contaminados por minas, ou efluentes industriais contendo metais toxicos.

Neste estudo, foi demonstrado que as amostras de material coletado em Sossego, mina
de exploragdo de cobre em Canad dos Carajas-PA, apresenta uma rica diversidade de micro-
organismos com grande resisténcia a altas concentracdes de cobre. Foi observado e constatado
também nesse estudo que as bactérias isoladas e estudadas possuem potencial para a uso em
processos de biorremediagdo devido a resisténcia e adsor¢do a altas concentracdes de cobre,
quando comparadas a bactérias reportadas na literatura disponivel.

Estudos bibliograficos mostraram que a calcopirita é praticamente o Unico minério da
Mina do Sossego e ocorre tanto na forma de microcristais quanto como cristais maiores. Foram
medidas concentragdes de até 710 mg.L! de cobre na lagoa de rejeitos utilizada como local e
coleta das amostras para o isolamento de micro-organismos resistentes.

Obtivemos através de isolamento, 105 cepas resistentes ao cobre nos 5 eventos de coleta
diferentes. Foi observado que o método de identificacdo das cepas isoladas por espectrometria
de massas mostrou-se eficiente, porém nido completo, para a identificagdo das espécies de
bactérias. Para uma identificagdo completa e que possa ser utilizada como método unico de
identificacdo, é necessario a construgdo de um banco de dados proprio com base nas sequéncias
de rDNA16S das amostras ambientais, pois o banco de dados do equipamento Biotyper ¢
baseado em amostras laboratoriais que diferem das isoladas do meio ambiente.

A técnica de digestdo escolhida para submeter as amostras no ICP-OES foi a
metodologia baseada na EPA 3015, utilizando o 4cido nitrico em micro-ondas, que mostrou
melhor desempenho e curto prazo de digestdo quando comparada com os outros 2 métodos

estudados neste trabalho.
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Comparando-se a MIC das bactérias isoladas no trabalho com as minimas concentragdes
inibitorias obtidas de alguns micro-organismos vistos na literatura (todas cresceram a 2,5 mM
CuCl,), pode-se observar que a resisténcia ao cobre apresentada pelos isolados encontra-se
bastante acima daquelas obtidas para outros micro-organismos, evidenciando potencial para
aplicag@o em biorremediac¢do. O fato dessas linhagens serem isoladas do proprio meio-ambiente
possibilita sua aplicacdo em processos de biorremediagao in situ, uma vez que ndo apresentam
nenhum tipo de alteracdo genética e, portanto, apresentam pouco risco a microbiota local
quando reintroduzidas no meio ambiente.

Das 12 cepas que tiveram maior resisténcia ao cobre (MIC de 7,5 mM) 3 delas foram
escolhidas para serem estudadas frente ao cobre em diferentes pHs e tratamento de biomassa:
Cepa 72 (Acinetobacter sp.), Cepa 104 (Burkholderia sp.) e Cepa 105 (Cupriavidus sp.)

Concluimos que as células mortas tiveram uma melhor taxa de adsor¢ao de cobre em
experimentos relacionados a biossorcdo em Tris-HCI, utilizando células vivas e mortas em
diferentes pHs (quando comparadas as células frescas da mesma cepa). Tal fato pode ser
explicado devido ao processo de adsor¢cdo em Tris-HCI ser estritamente fisico-quimico, ndo
havendo fonte de carbono que favorega a biomassa viva. Nesse caso existe o favorecimento da
biomassa morta ja que tais amostras contém proteinas desnaturadas que expdem uma maior
superficie de contato, favorecendo assim, a adsor¢ao.

A cepa Burkholderia sp. foi mais eficiente na adsor¢do de cobre que as demais estudadas
em qualquer pH. Foi verificado também que, de uma maneira geral, o pH 5,0 ¢ o melhor para
a adsorgdo de cobre nos experimentos com Tris-HCI e concentra¢do de 100 mg.L! de cobre.
Este resultado corrobora as observagdes feitas por outros autores anteriormente (SALVADORI
etal., 2013).

Verificamos também uma grande perda da eficiéncia de adsor¢@o apos a dessor¢do do
metal utilizando as cepas isoladas. Baseado nesses resultados, podemos concluir que a massa
celular de Cupriavidus sp. (vivas em TSM ou Tris HCI e mortas) pode sim ser aproveitada apos
a adsor¢@o para um novo ciclo de captagdo do metal, porém com perda de eficiéncia. Ja a cepa
Burkholderia sp. (que demonstrou os melhores resultados na adsor¢@o do cobre) ndo se mostrou
eficiente na ressor¢do de metal, portanto, a mesma biomassa ndo pode ser reutilizada em um

novo processo de biossor¢do. O estudo dos mecanismos envolvidos com a adsorg¢ao e ressor¢ao
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de cobre pelos sistemas bioldgicos ¢ importante a fim de determinar dados ainda mais
confidveis e reprodutiveis para a biossor¢do de cobre.

A cepa Burkholderia sp. foi testada frente ao niquel e ao cddmio pois se mostrou mais
eficiente nos experimentos com cobre. Esta cepa € citada na literatura como uma cepa resistente
a niquel e conseguiu adsorver até 16 mg.g! (em pH 7,0 e utilizando biomassa morta). Na
literatura verificou-se uma taxa de adsor¢io de apenas 2 mg.g™! (8 vezes menor que no trabalho),
mas ainda assim considerada alta por Dourado, et al (2013) devido a toxicidade do metal.

A melhor adsor¢do de cadmio ocorreu em pH neutro (7,0) assim como nos experimentos
realizados por Ribeiro (2013). A maior eficiéncia de adsor¢do de cddmio visto pelos autores foi
aproximadamente 0,7 mg.g™' (679,54ug de metal por grama de biomassa) e neste estudo foi
observado uma eficiéncia de adsor¢do de cddmio maior que 10 mg.g™! em pH 7,0.

O desenvolvimento das técnicas de exploracdo dos minerais no decorrer dos séculos e
o aumento da escala de producdo trouxeram como consequéncia, significativos impactos
inerentes a atividade mineral, como a polui¢do, acidentes ambientais e escassez de alguns
recursos naturais. E neste ambito, que a procura de métodos de reaproveitamento de rejeitos se
enquadra, com o objetivo de evitar tais desastres e implementar o desenvolvimento sustentavel
da mineragdo com o uso consciente de agua e mitigacdo de acidentes.

Finalmente, é importante ressaltar que, este trabalho faz parte de um projeto muito
maior, o qual ja estd sendo implantado na Mina do Sossego, a nova tecnologia ¢ de extrema
importancia devido ao baixo custo de sistemas de remediacao utilizando micro-organismos ja
adaptados a altas concentracdes do contaminante, aumentando significativamente as chances
de sucesso de uma remediacdo da area. Além disso, dependendo do mecanismo de biossor¢ao
utilizado pelo micro-organismo, existird a possibilidade de concentracao e reaproveitamento do

metal, o que torna o processo extremamente interessante do ponto de vista econdmico.
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ANEXO C — Minima Concentracio Inibitoria

Crescimento em cobre

2,5mM 5 mM 7,5 mM 10 mM
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ANEXO D - Resultados das analises de metais encontrados na Lagoa de Rejeitos de
cobre, em Canaa dos Carajas, realizadas pelo ICP-OES

Amostras liquidas (ppm)

Amostras Cd Cr Cu Fe Mn Ni Zn

Padrao 5 ppm 4,95 4,76 5,06 4,95 485 475 4,59
9L 0,9 0,48 0,44 0,47 0,47 0,54 0,99
13 L 0,9 0,48 0,64 0,5 0,56 0,55 0,78
I5L 0,9 0,48 1,43 1,63 0,49 0,56 0,86
Branco digerido 0,9 048 0,45 0,48 0,47 0,54 1,58

Amostras solidas (ppm)

Amostras Cd Cr Cu Fe Mn Ni Zn
1S 11,2 1491,72 32,79 335,09 13,21 20,53 23,31
28 11 1521,71 31,01 431,14 13,64 20,96 25,7
38 11,2 1546,51 41,73 593,69 13,81 23,25 22,97
6S 11,3 1508,37 24,76 541,12 13,24 22,6 22,88
8§ 11,1 147591 20,62 271,85 17,91 19,12 23,82
10S+L 11,2 1488,73 678,99 276,47 15,92 21,59 2222
13§ 11,3 1547,21 207,22 1070,77 20,67 23,58 22,55

14§ 11 1509,64 709,68 457,58 16,2 21,1 22,2
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Anexo G — Registro de coleta de material biologico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico

176

Namero: 56463-1 I Data da Emissdo: 24/10/2016 20:52

Dados do titular

| Nome: Ingrid Regina Avanzi CPF: 361.033.528-94

Observagoes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio que impli de humanos &
materiais, tendo por objeto coletar dados, rnalenais espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
oblidos por meio de recursos e técnicas que se desti ao esludo, a difus@o ou & isa, estdo sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologi

A aulorizagao naoc eximira o pesquisador da necessidade de obler outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatério, posseiro ou quando as atividades

forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagio fundiaria encontra-se em curso;

1) da comunidade indigena envolvida, cuvido o érgdo indigenista oficial, quando as ativi de forem em terra indigena; Ill) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesqulsa fcram executadas em area indispensavel 4 seguranga nacional; V) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem em aguas jurisdi ileiras; V) do Departamento Nacional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploracio de
depﬁs:lns 'OSSI-HfEI\:B ou a extragio de espécimes fosseis; V) do 6rgao gestor da unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

[¢] 1 davera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

Er io a obtengao de previ @m outros instr legais, bem como de consentimento do responséavel pela area, pablica ou privada, onde sera
realizada a atividade

Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrébios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 & o Art. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de oblencdo de autorizagio para coleta de vegetais hidrobios para fins cientificos..

Este documento nao é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingao; b) recebimento ou envio
de material biolégico ao exterior; e c) realiza de pesquisa em unidade de conservacgao federal ou em caverna.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacao que dlspbe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica lusiva, ou 80 [~ i associado ao patrimbnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprosp o e desenvolvimento tecnoldgico. Veja mai em www.mma.gov.bricgen.

Esse documento nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgao indigenista oficial,

quando as atividades de pesquisa forem execuladas em terra indigena; 1l) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em
area indispensavel & seguranga nacional; Ill) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; IV) do
Departamento Nacional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploragao de depositos fossiliferos ou a extracao de espécimes fosseis; V) do érgao gestor
da unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, dentre outra

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico [ Taxon(s)
1 |REINO | Bacteria

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa
n® 03/2014. Através do codigo de autenticacao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Cddigo de autenticagao: 33576834 ||||I|‘I||||”m"|
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