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RESUMO   
 
HORNINK, K. R. Isolamento e identificação de bactérias com potencial para 
realizar a biorremediação de cobre. 2015. 101 f. Dissertação (Mestrado em 
Biotecnologia). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2015. 
 
Os chamados metais pesados, atualmente mais adequadamente chamados metais tóxicos, 
são considerados responsáveis por grande parte da poluição ambiental, principalmente em 
áreas de mineração. Para reduzir os impactos causados pela contaminação por estes 
metais, a aplicação de microrganismos capazes de adsorve-los, um processo conhecido por 
biorremediação, tem sido cada vez mais empregado. Desta forma, este trabalho teve por 
objetivo isolar e identificar bactérias com potencial para biorremediação de ambientes 
contaminados por íons cobre a partir de amostras de solo e água coletadas na Mina 
Sossego localizada em Canaã dos Carajás, PA, pertencente à mineradora VALE. As 
amostras foram coletadas e mantidas tanto sob refrigeração como à temperatura ambiente. 
Para tornar possível este isolamento, foi desenvolvida uma metodologia que passou por 
diversas alterações de forma que fossem obtidos isolados que apresentassem resistência a 
alta concentração de íons cobre. As colônias isoladas foram submetidas a análises 
sequencial de morfologia (microscópica e macroscópica) e a um teste simples de resistência 
a CuCl2. Pela facilidade de execução, a metodologia MALDI-TOF foi a primeira a ser 
aplicada para a identificação dos isolados e a partir dos resultados foram selecionados 12 
isolados para terem seus estudos aprofundados. Foi realizado o sequenciamento de 
fragmentos de tamanho superior a 1100 pb do gene codificador de 16S rRNA e do gene 
rpoD (apenas para o isolado pertencente ao gênero Pseudomonas). Os resultados foram 
alinhados e comparados com dados do banco de dados ¨GenBank¨, utilizando-se a 
ferramenta “BLAST”. A partir dessas mesmas sequências, árvores fenéticas foram 
construídas. Testes bioquímicos foram realizados para a obtenção de maiores informações 
sobre as bactérias estudadas e consequentemente, auxiliar na identificação. Este conjunto 
de dados visava a identificação mais precisa das espécies bacterianas selecionadas. 
Comparando-se todos os resultados obtidos pelo emprego das diversas metodologias 
aplicadas aos 12 isolados selecionados, foi possível observar que 58% destes pertencem ao 
gênero Cupriavidus. Os gêneros aos quais pertencem as demais bactérias são: Ralstonia, 
Pseudomonas, Novosphingobium, Stenotrophomonas e Herbaspirillum. Os 12 isolados 
bacterianos tiveram sua resistência aos íons de cobre analisada pelo teste de Mínima 
Concentração Inibitória (MIC) em meio TSM líquido, e apresentaram resistências que 
variaram de 2,5 mM até 14,5 mM de cloreto de cobre. Ainda, foram determinadas as 
capacidades de adsorção de íons cobre por grama de biomassa bacteriana, permitindo a 
seleção dos isolados bacterianos com maior potencial para aplicação em biorremediação 
ambiental.  As capacidades de biossorção de Cu2+, comparadas ao controle Cupriavidus 
metallidurans CH34, se apresentaram superiores, chegando a ser 3,64 vezes maior no caso 
do isolado 98.b, identificado como pertencente ao gênero Pseudomonas. Desta forma, 
propomos que este isolado apresenta uma capacidade de biossorção de Cu2+ inédita e que, 
por isto, tem um grande potencial para emprego em biorremediação ambiental de íons 
cobre. 
 
Palavras-chave: Biorremediação de metais. Cobre. Maldi-TOF. Biodiversidade 
bacteriana. Adsorção de metais. Cupriavidus. Pseudomonas. 
 



  
  

ABSTRACT 
 
HORNINK, K. R. Isolation and identification of bacteria with potencial to 
biorremediate copper. 2015. 101 p. Master’s Thesis (Biotechnology). Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
The so-called heavy metals, now more properly called toxic metals, are considered 
responsible for most of the environmental pollution, especially in mining areas. To reduce the 
impacts caused by contamination from these metals, the application of microorganisms 
capable of adsorbing them, a process known as bioremediation, has been increasingly 
employed. Thus, this study aimed to isolate and identify bacteria with potential for 
bioremediation of environments contaminated by copper ions from soil and water samples 
collected from the Sossego mine located in Canaã dos Carajás, PA, owned by the mining 
company VALE. Samples were collected and maintained either under refrigeration as at 
room temperature. In order to make the bacteria isolation possible, a methodology, that has 
undergone through several changes, so that it was possible to obtain several bacteria that 
are resistant to a high concentration of copper ions. The isolated colonies were subjected to 
morphology analysis (microscopic and macroscopic) and a simple test of CuCl2 resistance. 
For ease of implementation, the MALDI-TOF method was the first to be applied for the 
identification of the isolates, the results of this test allowed the selection of 12 isolates for 
more extensive studies. The sequencing of a fragment containing 1100 pb of the 16S rRNA 
region and the sequencing of the gene encoding the rpoD gene (for the Pseudomonas 
genera isolated) was performed. The results were compared and aligned with GenBank 
database using the tool "BLAST". From these same sequences, fenetic trees were 
assembled. Biochemical tests were conducted in order to obtain more information on the 
bacteria studied and consequently assist in identification. This data set was designed to a 
more accurate identification of selected bacterial species. Comparing all results obtained by 
the use of different methodologies applied to the 12 selected isolates, it was observed that 
58% of these belong to the Cupriavidus genre. The genres they belong to other bacteria are: 
Ralstonia, Pseudomonas, Novosphingobium, Stenotrophomonas and Herbaspirillum. The 12 
bacterial isolates had their resistance to copper ions analyzed by the Minimum Inhibitory 
Concentration test (MIC), and showed resistance ranging from 2.5 mM to 14.5 mM copper 
chloride. Still, tests of the determination of ion adsorption capacities of copper per gram of 
dry bacterial biomass was performed, allowing the selection of bacterial isolates with the 
greatest potential for application in environmental bioremediation. The copper biosorption 
capacity presented by the isolate 98.b, belonging to the genus Pseudomonas, was 3,64 
times higher, when compared to the control, Cupriavidus metallidurans CH34. Thus, we 
propose that this isolate has a novel biosorption of Cu2+ and, thus, it has a great potential for 
use in bioremediation of environmental copper ions. 
 

Keywords: Metals bioremediation. Copper. Maldi-TOF. Bacterial biodiversity. Metal 

adsorption. Cupriavidus. Pseudomonas. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O cobre é o segundo metal não ferroso mais utilizado mundialmente, ficando 

atrás apenas do alumínio. Isto é decorrente do fato deste metal ser excelente 

condutor de eletricidade e de calor (CHUNG, 2001). Assim, apresenta extenso uso 

nas indústrias de fios e cabos elétricos, as quais empregam mais de 50% do total 

produzido deste metal, sendo o restante utilizado em ligas especiais, tubos, 

laminados e extrudados. Devido à sua crescente demanda e ao possível 

esgotamento de suas minas, são crescentes os investimentos que visam o 

aprimoramento e o desenvolvimento de tecnologias para o melhor aproveitamento 

deste metal, bem como para a sua recuperação a partir de resíduos provenientes do 

seu processamento. 

Estima-se que apenas na lagoa de rejeitos da Mina do Sossego, localizada 

em Canaã dos Carajás, Pará, pertencente a mineradora VALE, haja 90 milhões de 

toneladas de detrito que contém em média cerca de 0,07% de cobre. Se fosse 

possível sua recuperação, ao seu valor atual, estima-se que a empresa teria uma 

receita bruta de US$ 1,4 bilhão, valor superior ao da implementação desta mina 

(SOARES, 2012) 

O presente trabalho visou o isolamento e identificação de bactérias com 

potencial para emprego em biorremediação e/ou biorrecuperação de metais de 

águas contendo metais pesados.  Foi desenvolvido como parte integrante de um 

projeto maior, que tem por objetivo desenvolver tecnologias para o emprego de 

microrganismos capazes de recuperar cobre de resíduos produzidos pelo processo 

de mineração da VALE.  A execução do projeto foi realizada no Laboratório de 

Genética e Microrganismos localizado no Instituto de Ciência Biomédicas da 

Universidade de São Paulo (ICB/USP) em colaboração com o Departamento de 

Engenharia Química da Escola Politécnica (POLI/USP). O projeto maior está sendo 

financiado pelo Banco Nacional de Desenvolvimento (BNDES) e pela mineradora 

VALE; coordenado pelo Prof. Claudio Augusto Oller do Nascimento (POLI/USP).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Metais Pesados e o Ambiente 
 

Os chamados metais pesados, recentemente mais adequadamente 

chamados apenas de metais tóxicos compõem um grupo de elementos de grande 

importância biológica e industrial, apesar de serem classificados muitas vezes como 

perigosos, pois em grandes quantidades podem causar riscos à saúde de vegetais e 

animais sendo assim considerados elementos potencialmente tóxicos. No entanto, 

alguns metais, como cobalto, cromo, cobre, manganês e zinco são essenciais em 

quantidades bem pequenas para diversos organismos, desde microrganismos até o 

homem, que os empregam em seus metabolismos como aceptores finais de elétrons 

em processos de obtenção de energia (ALLOWAY, 1995). 

Esses elementos são normalmente inseridos no meio ambiente devido às 

diversas atividades antropogênicas, como a disposição inadequada de resíduos 

provenientes de indústrias e o descarte de equipamentos eletrônicos, e em certas 

regiões são provenientes principalmente de resíduos de mineração. Dentre os 

metais mais frequentemente encontrados como contaminantes estão o cobre, o 

cádmio e o níquel (ÇELO et al.,1999; KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; ZHANG et al., 

2005). 

No Brasil, com a finalidade de regulamentar e taxar as quantidades de 

contaminantes presentes nos leitos d’água e efluentes, existe a Resolução 

CONAMA nº 357 de 25 de março de 2005, a qual determina que para se eliminar 

efluentes contendo cobre, a concentração deste metal deverá ser de no máximo 

1mg/L (aproximadamente 0,016 mM). Assim, grandes indústrias têm buscado com 

uma maior frequência mecanismos adequados para o tratamento de seus efluentes, 

não apenas para obedecer à legislação, mas também para agregar o valor de ser 

uma empresa verde e sustentável, que vem sendo amplamente valorizado pela 

sociedade (GLOBAL BUSINESS REPORTS, 2011). 
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2.2 Tratamentos utilizados e Biorremediação 
 

Os metais tóxicos, após serem depositados na natureza, permanecem por 

muito tempo no ambiente, podendo ser acumulados a elevadas concentrações 

chegando a níveis nocivos à vegetais e animais (GÓMEZ-SAGASTI et al., 2012). 

Assim, são crescentes as técnicas desenvolvidas que buscam sanar ou amenizar 

os impactos causados pelo descarte inadequado de metais. 

Existem diversos tipos de tratamentos que podem ser aplicados com a 

finalidade de recuperar solos e efluentes contaminados com metais. No entanto, 

para selecionar o tratamento mais adequado, é necessário observar as 

condições iniciais e as características de cada ambiente. A escolha correta está 

relacionada não apenas à efetividade do processo, mas também aos custos de 

implementação e manutenção (WUANA;OKIEIMEN, 2011). 

As técnicas de remediação podem ser separadas em duas principais 

categorias:  in situ, são aquelas realizadas no local da contaminação; e, ex situ, 

caracterizadas pela retirada do material contaminado para ser armazenado ou 

tratado em um local diferente de sua origem (WOOD, 2007). 

Como formas de tratamento ex situ tradicionais pode-se citar a incineração 

do material contaminado e a remoção para um aterro, no qual deverão estar 

presentes alguns requisitos de isolamento, como medidas de contenção de 

sólidos gases e líquidos, além de serem necessárias ações de atenuação dos 

compostos tóxicos por meios físicos químicos ou biológicos (MULLIGAN; 

YOUNG; GIBBS, 2001).  

Uma ampla gama de técnicas pode ser empregada no tratamento in situ 

(GUPTA et al., 1999): 

- Técnicas de contenção, que consistem na aplicação de sistemas de 

barreiras e coberturas que impedem que o contaminante se espalhe;  

- Processos físicos, a fim de separar os agentes tóxicos baseando-se em 

suas características físicas (densidade, carga elétrica ou tamanho de suas 

partículas, etc); 

- Processos químicos, como óxido-redução, hidrólise e ajuste de pH 

podem ser empregados; 
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- Processos biológicos, que empregam diversos materiais biológicos 

(principalmente derivados de plantas ou microrganismos), podendo ser células 

vivas ou mortas ou substancias derivadas de células. 

 

2.2.1 Processos Biológicos 
 

Dentre todos os processos de remediação ambiental, os processos 

biológicos (biorremediação) vêm recebendo cada vez mais maior atenção, por 

serem de alta aplicabilidade e demandam baixos custos; além de apresentarem 

bons resultados, principalmente quando empregados em combinação com outras 

técnicas. Os processos de biorremediação podem ser divididos em quatro 

categorias:  

1) aplicação in situ (abaixo um pouco mais detalhado); 

2) processos dinâmicos ex-situ (biorreatores);  

3) processos estáticos ex-situ (remoção do solo para o tratamento em 

outra localidade); e  

4) bioacumulação, que consiste no acumulo de metais, ou outras 

substâncias danosas ao meio ambiente, por plantas e/ou microrganismos 

(WOOD, 2007). 

Há três principais formas para a aplicação de biorremediação in situ:  

1) A bioaumentação, que consiste na adição de organismos exógenos 

capazes de degradar ou modificar o poluente;  

2) Bioestimulação, que é o estímulo à atividade microbiana já existente;  

3) A utilização dessas duas técnicas em conjunto (RIZZO; RAIMUNDO, 

2003). 

A biorremediação vem alcançando maior importância no mundo atual, pois 

tem se mostrado ser uma técnica bastante eficaz com custos reduzidos 

(GAYLARDE et al., 2005; JACQUES et al., 2009; MACEDO et al., 2002). Além 

desses fatores favoráveis à aplicação da biorremediação, é importante ressaltar 

que sempre há a possibilidade de se selecionar os microrganismos do próprio 

ambiente contaminado (autóctones), favorecendo assim a manutenção da 

microbiota natural; ou no limite, até realizar adaptações genéticas em 

microrganismos isolados do local para que atuem nas condições desejadas 

(BOLTON; GORBY, 1995). 
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2.3 Bactérias utilizadas para a Biorremediação 
 

Há diversos trabalhos que descrevem a existência de microrganismos com 

a capacidade de imobilizar metais pesados ou que produzem proteínas quelantes 

de metais, sendo ainda seletivos para certos tipos de metais (SUMERS; 1992, 

BIONDO, 2008). Há também microrganismos que produzem compostos que 

influenciam diretamente a solubilidade de metais, ou que realizam reações de 

oxido-redução de metais, os diferentes tipos de interação de uma célula 

microbiana podem ser observados na Figura 1. (LLOYD; ANDERSON; 

MACASKIE, 2005). 

 

Figura 1 - Esquematização dos diferentes tipos de interação de uma célula 
microbiana com  metais (representados aqui por M2+). 

 
 

Dentre esses microrganismos, um gênero de grande importância e que 

apresenta diversos estudos sobre sua utilização na biorremediação de metais 

pesados é aquele que compreende as bactérias do gênero Cupriavidus sp .  
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O gênero Cupriavidus sp. compreende bactérias anteriormente 

denominadas como Wautersia sp., esta nomenclatura foi dada a uma parte do 

gênero Ralstonia sp., o qual apresentava características bastantes diferentes das 

chamadas Ralstonia sensu strictu (VANDAMME; COENYE, 2004).  De uma 

forma geral, as bactérias pertencentes a esse gênero apresentam diversos 

mecanismos de resistência a metais pesados, podendo sobreviver em ambientes 

com elevadas concentrações desses componentes nocivos (GROßE; 

FRIEDRICH; NIES, 2007, TAGHAVI et al., 2009).  

A espécie Cupriavidus metallidurans é uma das bactérias mais resistentes 

à altas concentrações de metais pesados, chegando a resistir a concentrações 

de 6,0 mM de Cu2+ (MIJNENDONCKX et al., 2013).  Esta bactéria apresenta alto 

nível de complexidade em seus sistemas de homeostase (Figura 2) e é provida 

de sistemas genéticos com organização diferenciada para resistir à altas 

concentrações de vários metais pesados, entre estes aos íons de cobre.  

Como pode ser observado na Figura 2, os mecanismos de resistência 

desta bactéria, também são compostos por facilitadores de difusão, os quais 

permitem apenas uma maior resistência às concentrações de metais existentes 

no meio, desta forma, ao buscar bactérias para a utilização em biorremediação, 

deve-se verificar a capacidade de retenção do metal pela célula e não apenas a 

resistência. A expressão desses genes depende da concentração e do tempo de 

exposição a cada um destes íons metálicos (SENDRA et al., 2006). Na Tabela 1, 

é possível observar a capacidade de remoção de cobre de algumas bactérias. 

 

Tabela 1 -  Capacidade de adsorção máxima de cobre para alguns microrganismos 
encontrados na literatura. 

Microrganismo 
Qmáx 

(mg/g de célula)   
Capacidade Máxima de 

Adsorção Estimada 

Bibliografia 

Cupriavidus taiwanensis 19,0 CHEN et al., 2008 

Cupriavidus metallidurans 86,78 FAN;OKYAY, 
RODRIGUES, 2014 

Pseudomonas putida 27,6 CHEN et al., 2005 
Ralstonia pickettii 27 a 38 YANG et al., 2010 
Stenotrophomonas maltophilia 18,81 TING; CHOONG, 2009 
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Embora não apresentem sistemas de resistência tão elaborados quanto os da 

C. metallidurans, outras espécies de bactérias do gênero Cupriavidus apresentam 

altos valores de resistência a metais pesados, quando comparadas às bactérias de 

outros gêneros, segundo Chen et al. (2008). C. taiwanensis apresenta resistência a 

5,0 mM de cobre. Já outras espécies como C. necator e C. oxalaticus também 

apresentam elevada resistência a metais tóxicos, embora sejam menos estudadas e 

não há dados sobre suas resistências quando cultivadas em meio mínimo acrescido 

de íons Cu2+. 

 

Figura 2 – Sistemas de reação da Cupriavidus metallidurans à presença de metais 
tóxicos presentes no ambiente. 

 
Esquema simplificado dos sistemas de resistência a metais tóxicos da bactéria C. 
metallidurans.  Há três principais sistemas de resistência na célula bacteriana: ATPases (I), 
Divisão de modulação de resistência da célula transmembrana (sistema-RND)(II) e 
Facilitadores de difusão de cátions (CDF)(III) (LEGATZKI et al., 2003). 
 

Fortemente relacionadas às bactérias do gênero Cupriavidus as bactérias 

pertencentes ao gênero Ralstonia sensu strictu também apresentam resistência 

considerável a metais tóxicos. No entanto, isolados da espécie Ralstonia pickettii 

apresentam resistência aos íons Cu2+ reduzida (1,5 mM), em comparação às 

células do gênero Cupriavidus  (MIJNENDONCKX et al., 2013). 

Além das bactérias do gênero Cupriavidus, outro gênero que vem 

apresentando estudos aprofundados para aplicação em biorremediação é 

Pseudomonas.  As bactérias pertencentes à este gênero têm sido muito 

estudadas quanto à sua aplicação em biorremediação, seja para a 

biodegradação de pesticidas e compostos orgânicos aromáticos, como para a 
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remoção de metais pesados, em que principalmente as espécies P. aeruginosa e 

P. putida têm apresentado maior relevância (WASI; TABREZ; AHMAD, 2013). 

Distribuída amplamente na natureza a espécie P. putida é encontrada com 

relativa facilidade em águas residuais e solos, sendo capaz de acumular íons de 

cobre a concentrações consideráveis. Uma cepa de P. putida isolada a partir de 

amostras do rio Yangtze, na China, apresentou resistência a 7,5 mM de Cu2+  

(ZHANG et al., 2014), além da resistência a este metal, esta espécie ainda 

apresenta uma alta capacidade de adsorção dos íons Cu2+ , como é possível 

observar na Tabela 1. Algumas cepas desta bactéria apresentam ainda elevada 

eficiência para a remoção destes íons, como foi constatado por Pardo et al.  

(2003), em um estudo que demonstra a capacidade desta bactéria remover 80% 

dos íons de cobre em menos de 5 minutos em contato com este metal. 

Apesar de existirem poucos trabalhos relacionados, outros grupos 

bacterianos também têm sido constantemente considerados para o emprego em 

biorremediação de metais, dentre eles podem ser citados os gêneros, 

Stenotrophomonas, Herbaspirillum e Novosphingobium. 

Presente em grandes quantidades na rizosfera de diversos vegetais, a 

bactéria Stenotrophomonas maltophilia apresenta a capacidade de interagir com 

diversos compostos xenobióticos, como hidrocarbonetos e metais, resultando em 

menor toxicidade para ao meio ambiente. Algumas cepas desta bactéria 

apresentaram crescimento em até 5,0 mM de cobre, sendo que em alguns 

experimentos mostraram capacidade de remover até 90% do cobre presente no 

meio de crescimento. (GHOSH; SAHA, 2013, PAGES et al., 2008). 

As bactérias pertencentes ao gênero Herbaspirillum têm sido mais 

recentemente estudadas para finalidades de biorremediação, havendo poucos 

trabalhos ainda que relatam sua utilização para esta finalidade. Segundo 

Govarthanan et al. (2014) um isolado pertencente a esse gênero apresentou 

aplicabilidade para a biolixiviação de metais e resistência a 5,5mM de Cu2+.  

Na tabela abaixo é possível comparar a resistência a cobre de um isolado 

de Herbaspirillum a dos outros microrganismos citados (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Mínima concentração inibitória de algumas bactérias resistentes a  
metais tóxicos. 

 MIC Cu+2 Bibliografia 

Cupriavidus metallidurans CH34 6,0mM MIJNENDONCKX et al., 2013 

Cupriavidus taiwanensis 5,0mM CHEN et al., 2008 

Ralstonia pickettii 1,5mM MIJNENDONCKX et al., 2013 

Stenotrophomonas maltophilia 5,0mM GHOSH e SAHA, 2013 

Herbaspirillum sp. 5,5mM GOVARTHANAN et al., 2014 

Pseudomonas putida 7,5mM ZHANG et al., 2014 
 

O gênero Novosphingobium foi proposto após a divisão do gênero 

Sphingomonas, devido às diferenças filogenéticas e quimiotaxonômicas. 

Atualmente compreende dezoito espécies sendo que uma grande variedade de 

isolados são de origem ambiental (MANZARI et al., 2014).  Há alguns trabalhos 

referentes às espécies como N. subarticum e N. pentaromativorans que relatam 

a capacidade destas bactérias degradarem hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos. Segundo o projeto de sequenciamento do genoma completo, 

realizado por Gan et al. (2014), a espécie N. resinovorum apresenta proteínas de 

resistência a metais pesados. No entanto, não há trabalhos relacionando esta 

espécie com a biorremediação de metais pesados. 

 
2.4 Identificação de microrganismos 
 

Existe uma ampla gama de microrganismos que tem potencial para a 

aplicação em biotecnologia ambiental. Microrganismos isolados de diversos 

ambientes, como solo e água, já vem sendo estudados para utilização em 

diversas atividades em prol do meio ambiente (CANHOS; MANFIO, 2000; FELÍX, 

2008). No entanto, existe grande necessidade de se identificar esses 

microrganismos, não apenas para evitar a aplicação de patógenos em processos 

de ampla escala, mas também para conhecer melhor suas características e 

necessidades visando potencializar suas possíveis aplicações. 

A identificação de isolados bacterianos pode ser realizada empregando-se 

diversos métodos. Além das técnicas de microbiologia clássica (análise da 

morfologia e das provas bioquímicas ou biotipagem), também podem ser 

empregadas novas metodologias modernas, como a utilização de métodos 
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moleculares, os quais vem permitindo uma mudança drástica do conhecimento 

da diversidade microbiana no ambiente (PACE, 1997). Também, uma nova 

técnica denominada MALDI-TOF vem sendo amplamente utilizada para a 

identificação de microrganismos. Esta técnica consiste na aplicação de métodos 

físico-químicos, como a espectrometria de massa com processo de ionização por 

dessorção a laser assistida por matriz e análise de tempo de voo (“Matrix-

assisted laser dessorption/ionization time-of-flight¨ – MALDI-TOF). 

 

2.4.1 A região 16S 
 

O gene 16S rRNA é uma das regiões mais conservadas no DNA de todas as 

células procariotas, apresenta aproximadamente 1500 pares de bases e tem sido 

utilizado como marcador molecular, permitindo a identificação destes 

microrganismos ou pelo menos um conhecimento filogenético destes, possibilitando 

averiguar sua procedência gênica e estabelecer relações entre eles (DESANTIS et 

al., 2006; GROßKOPF et al., 1998). 

Grande parte dos procariotos apresenta três rRNAs, denominados 5S, 16S e 

23S rRNA. Os genes que codificam estes rRNAs são tipicamente organizados como 

um operon co-transcrito. Cada um destes rRNAs apresenta tamanho diferente, 

sendo 120 pb para o 5S, 1500 pb para o 16S, e 2900 pb para o 23S (GUTELL; 

LARSEN; WOESE, 1994). 

Apesar do gene codificador do 16S rDNA apresentar regiões hipervariáveis 

denominadas de V1 a V9 (Figura 3.a), cujas sequências se alteram com o decorrer 

da evolução e assim são responsáveis pela caracterização das espécies, também 

apresenta diversas regiões altamente conservadas. A partir das sequências 

conservadas, é possível desenhar oligonucleotídeos iniciadores “primers” universais 

para amplificar este gene (CHAKRAVORTY et al., 2007; PETTI, 2007) (Figura 3.b). 
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Figura 3 - Esquema do gene rDNA 16S, com aproximadamente 1500 pares de 
bases, com as regiões conservadas e variáveis. 
  A) 

 
 
 
 
 

  B) 
 
 
 
 

 
3.A: em azul as regiões das sequências conservadas, em caixas achuradas as regiões 
das sequências variáveis.   3.B: os círculos pretos representam as regiões conservadas. 
Os números da parte superior indicam o tamanho da região em pares de bases. Na 
parte inferior estão indicados o número da base de início dos oligonucleotídeos 
iniciadores (“primers”) para a amplificação de cada região. 

 

O gene codificador do 16S rRNA tem sido amplamente utilizado, pois, além da 

facilidade em obter amplicons, devido às suas características, permite a identificação 

de bactérias de forma rápida e pouco onerosa. Isto ocorre, principalmente, devido ao 

tamanho da sequência completa e de suas regiões hipervariáveis (WOO et al., 

2003). 

Dadas as características do gene 16S rRNA e a verificação das inúmeras 

publicações em que este foi empregado, pode-se concluir que esta sequência é a 

ferramenta mais amplamente utilizada quando não se tem informação alguma sobre 

o isolado seja para realizar a identificação deste (JANSSEN, 2006; MIGNARD; 

FLANDROIS, 2006) ou para estudos filogenéticos (SINGLETON et al., 2001; 

WHITEHAD; COTTA, 1999). Todavia, apesar de todas as vantagens derivadas do 

emprego de 16S rRNA para a identificação de procariotos, existem alguns 

problemas nesta utilização: 

- Há a possibilidade de que apenas a utilização desta informação não seja 

suficiente para diferenciar algumas espécies de bactérias, como ocorre com Bacillus 

cereus e Bacillus anthraxis, nas quais as diferenças estão presentes nos plasmídios 

pX01 e pX02 que contém os de virulência para a bactéria causas antraz (PILO e 

FREY 2011). Na verdade, a identificação de espécies do gênero Bacillus, que 

contem espécies patogênicas e outras de grande importância em aplicação 

biotecnológica como B. thuringiensis, não pode ser feita somente baseada as 

diferenças do gene 16S rRNA (CHEN; TSEN, 2002); 
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- O fato de que recentemente foi demostrado que somente 15% das bactérias 

contém apenas 1 cópia do 16S rDNA e que, em muitos casos, estas cópias não são 

idênticas, tornando os resultados do sequenciamento impreciso (VETROVSKY; 

BALDRIAN, 2013).  

- Ainda, há gêneros bacterianos muito diversos, como Pseudomonas, que 

reúnem grande número de espécies.  Assim, devido à baixa taxa de evolução há 

diferentes espécies que apresentam 16S rDNA com grande similaridade, tornando a 

identificação baseada apenas nessa sequência muito difícil (MULET et al., 2009, 

2010). 

Assim, pelo menos pelas razões acima mencionadas, para se identificar uma 

nova bactéria isolada, atualmente é entendido que se faz necessário analisar as 

sequências de outros genes e analisar outras características, como suas proteínas e 

suas necessidades metabólicas (PETTI, 2007; KANG et al., 2010). 

 
2.4.2  O gene rpoD 
 

Embora o sequenciamento do 16S rRNA seja o mais amplamente utilizado 

para a identificação de microrganismos, principalmente devido à vasta base de 

dados existente para estas sequências, existem ainda outras regiões de DNA 

conservadas com regiões variáveis que podem ser encontradas em microrganismos, 

como gene que codifica o fator σ70 da RNA polimerase.  

O gene rpoD, é universal, e apresenta baixos níveis de transferência 

horizontal, podendo assim sua sequência ser utilizada de forma confiável para a 

identificação de microrganismos (YAMAMOTO; HARAYAMA, 1998). 

Com tamanho de aproximadamente 800 pares de bases, o gene rpoD, pode 

ser dividido em quatro regiões, destas as regiões 2 e 4 são bem conservadas para 

todos os membros da família σ70, pois envolvem sub-regiões envolvidas na ligação 

da RNA polimerase; já nas regiões 1 e 3 são encontrados maiores números de 

variações gênicas (PAGET; HELMANN, 2003). 
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2.4.3 Construção de Árvore Filogenéticas 
 

Os organismos vivos, podem ser descritos, comparados e correlacionados de 

diversas maneiras, sendo possível classificá-los por seu nível de similaridade e 

parentesco, ou seja, por um relacionamento filogenético através do qual é possível 

ter conhecimento da evolução biológica, surgimento e extinção de espécies, 

dependendo da metodologia empregada (FOSTER, 2001). 

Este trabalho teve por objetivo, a identificação de algumas bactérias isoladas 

potencialmente mais promissoras para emprego em biorremediação e/ou 

bioacumulo de cobre, não sendo importante, neste momento, a história evolucionária 

destes isolados. Assim, o método de análise que foi escolhido para a construção de 

árvores filogenéticas pertence à escola fenética, ou seja, permite taxonomia 

numérica. Neste método, a maior importância é dada à similaridade entre os 

organismos. Quanto maior a proximidade filogenética, maior a semelhança entre 

eles (ALVES, 2001).  

Entre os métodos fenéticos mais utilizados principalmente devido à sua 

eficiência computacional está o “neighbor-joining”. Este método consiste na 

minimização da soma dos comprimentos dos ramos a cada etapa do processo de 

clusterização (SAITOU; NEI, 1987). O principal problema desta metodologia é que 

todas as informações contidas em uma sequência ficam reduzidas a números 

levando à perda de informações da evolução do microrganismo analisado (KUMAR; 

FILIPSKI, 2008).  

Técnicas estatísticas são empregadas em conjunto com as análises 

filogenéticas de forma a verificar a confiabilidade das análises realizadas, o 

procedimento de “bootstrap” é um dos mais utilizados. Ele consiste na construção de 

novas árvores a partir do conjunto de dados original, e calcula o número de vezes 

em que um determinado ramo aparece em uma mesma posição (YANG; RANNALA, 

2012).  
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2.4.4 Espectrometria de Massa (MS) com  Ionização por Dessorção a Laser 
Assistida por Matriz e Análise de Tempo de Voo (MALDI-TOF) 

 

A metodologia MALDI-TOF (“espectrometria de massa associada à 

metodologia de ionização por dessorção a laser assistida por matriz e análise de 

tempo de voo”) vem sendo amplamente empregada para a identificação de 

microrganismos. Esta metodologia é capaz de diferenciar os microrganismos não 

apenas à nível de gênero e espécie, mas também a nível de cepa, principalmente 

para amostras de procedência clínica (MURRAY, 2010). 

A principal característica desta técnica está na capacidade de gerar um 

espectro baseado na massa e na carga dos componentes proteicos de uma 

amostra. Tal espectro apresenta alta precisão e reprodutibilidade, sendo 

considerado singular para cada espécie e até mesmo para cada cepa de uma 

mesma espécie (CARBONNELLE et al.,2011). 

A técnica consiste basicamente na aceleração de partículas dessorvidas e 

ionizadas por um campo eletromagnético no interior de um tubo com vácuo 

constante. O tempo de voo das partículas (TOF) é precisamente medido, e 

baseando-se nessa informação é possível gerar um perfil dos constituintes de uma 

amostra, o qual se torna tão específico que é denominado de impressão digital 

(“fingerprinting”) de uma espécie. Um “software” analisa este perfil e o compara com 

os existentes em uma base de dados permitindo, assim, a identificação da amostra 

(WIESSER et al., 2012; TUMA, 2003) (Figura 04). Assim, a limitação da técnica está 

apenas na dependência de uma base de dados de memória dos padrões do 

equipamento. 
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Figura 4 - Esquema da metodologia de identificação de bacterias pela tecnica 
MALDI-TOF (Espectrometria de Massa com Ionização por Dessorção a Laser 
Assistida por Matriz e Análise de Tempo de Voo). 

 
No momento em que o laser atinge a superfície da amostra embebida em uma matriz, 
ocorre a dessorção térmica, levando à formação de íons, os quais são acelerados em um 
campo elétrico de acordo com sua massa e carga. No Tubo de voo ocorre a separação dos 
compostos, devido às suas diferentes características, estes compostos são detectados pelo 
sensor que marca seu tempo de voo. Um espectro é formado e a partir da comparação 
deste com um banco de dados é possível identificar a amostra. 
 

As principais vantagens desta técnica são a rapidez e a simplicidade para a 

identificação de isolados, uma vez que não é necessário nenhum preparo prévio da 

amostra, sendo possível utilizar células intactas, como as obtidas em uma colônia 

isolada recém cultivada sendo o tempo para análise da ordem de segundos. O custo 

deste tipo de análise também é bastante reduzido, já que necessita de pequenas 

quantidades de material. No entanto, esta tecnologia é baseada em bases de dados 

comercializados, cujas entradas são principalmente de microrganismos de 

proveniência clínica, sendo esta uma limitação técnica para a identificação de 

isolados ambientais (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011). 
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2.4.5 Caracterização bioquímica 
 

Com a utilização de “kits” industrializados para caracterização bioquímica, que 

permitem a comparação de seus resultados com um vasto banco de dados, é 

possível obter a identificação de microrganismos, embora imprecisa para isolados 

ambientais, quando aliada às demais técnicas de identificação, a utilização desses 

permite comprovar os demais resultados obtidos. 

Apesar de alguns microrganismos ambientais não apresentarem seus 

resultados inseridos nos bancos de dados, é possível encontrar em diversas 

publicações (Quadro 1) resultados desses “kits” referentes a diversos isolados 

ambientais, tornando possível sua comparação com resultados obtidos. 

 

Quadro 1 – Resultados do teste API 20NE BIOMERIEUX®, segundo a literatura. 

 
Obs.:1 – C. necator, 2 – C. oxalaticus, 3 – C. taiwanensis, 4 – C. metallidurans, 5 – C. 
pauculus (SAHIN et al., 2000; DE BAERE et al., 2001; CHEN et al., 2001; IWAKI et al., 
2008; CUADRADO et al., 2010; MARTÍNEZ-AGUILAR; CABALLERO-MELLADO; SANTOS, 
2013). 6 – H. huttiense (DOBRITSA; REDDY; SAMADPOUR, 2010). 7 – N. resinovorum 
(LIM; MOON; CHUN, 2007).  Os quadrados em cinza representam dados que não foram 
encontrados na literatura. 
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Embora apenas a caracterização bioquímica não seja suficiente para 

identificar espécies bacterianas (CARBONELLE et al., 2011), esta caracterização é 

bastante útil para que sejam obtidas características fisiológicas dos microrganismos 

isolados, as quais permitem a otimização de seu cultivo in vitro, levando à obtenção 

de melhores resultados.  

3 OBJETIVO 
 

Este trabalho teve por objetivo isolar bactérias de áreas contaminadas com 

íons cobre (Cu2+) que apresentassem alta resistência a estes íons, realizar a 

identificação das bactérias, e selecionar os isolados potencialmente mais 

promissores para serem empregados em biorremediação ambiental. 

 

3.1 Objetivos específicos 
 

• Isolar bactérias resistentes a íons Cu2+ a partir de amostras de águas e de 

sedimentos provenientes de diversos pontos identificados da Mina do 

Sossego pertencente à mineradora VALE; 

• Estabelecer um protocolo de isolamento que permita um bom rendimento de 

seleção de bactérias resistentes; 

• Realizar a identificação das bactérias selecionadas empregando técnicas: 

microbiologia clássica, sequenciamento do 16S rRNA, MALDI-TOF;   

• Construir uma árvore fenética com os resultados obtidos. 

• Selecionar as bactérias potencialmente mais promissoras para serem 

empregadas em processos de: 

o Biorremediação de águas contendo íons Cu2+; 

o Bioacumulação de íons Cu2+ visando a recuperação deste metal.  
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4 HIPÓTESE 
 

4.1 Justificativa 
 

Este trabalho teve e tem como justificativa: 

• A presença no Brasil de uma ampla biodiversidade microbiana, que 

permite que os microrganismos se adaptam aos diversos tipos de 

ambiente; 

• A descrição por diversos autores que realizaram isolamentos de 

microrganismos resistentes a metais tóxicos de ambientes 

contaminados com metais;  

• Bactérias resistentes à elevadas concentrações de íon Cu2+ 

possivelmente deverão apresentar potencial de adsorção de grandes 

quantidades deste íon, já que este seria um dos mecanismos que 

promoveria a redução de sua toxicidade para a célula; 

• A demanda existente para que se encontrem microrganismos capazes 

de atuar com êxito na área de biorremediação de íons Cu2+, aliada à 

possibilidade de recuperação deste metal de importante valor 

econômico. 

Assim, aliada à crescente preocupação com a sustentabilidade, este estudo 

visou isolar e identificar microrganismos a partir de amostras de solo, sedimento e 

água contaminados com íons cobre (Cu2+) que apresentassem não apenas 

resistência potencial a esse metal, mas que também fossem capazes de adsorver 

este íon. 
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5 QUESTÕES 
 

Seria possível isolar bactérias a partir de áreas contaminadas com íons cobre 

(Cu2+) que apresentem não apenas resistência a esse metal, mas também 

apresentassem boa capacidade de adsorção deste íon ?  

 

Em termos ecológicos, como essas bactérias estariam relacionadas entre si ? 

Ou seja, estes isolados poderiam ser bioindicadores de áreas contaminadas com 

íons cobre (Cu2+) ?  
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6        MATERIAL E MÉTODOS 
 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Genética Molecular e de 

Microrganismos localizado no Instituto de Ciência Biomédicas (ICB) da Universidade 

de São Paulo (USP), sob orientação da professora Drª Elisabete José Vicente. Parte 

do trabalho foi realizado no laboratório do professor Cláudio Augusto Oller do 

Nascimento e no CEPEMA. 

 

6.1 Amostras de solo e água contaminadas com cobre. 
 

Diversos pesquisadores do Projeto maior ao qual se insere este trabalho, 

realizaram um total de quatro coletas de solo, sedimento e água, em diferentes 

épocas do ano Maio/2012, Novembo/2012, Março/2013, Maio/2013; e estas coletas 

foram realizadas em diferentes localizações da Mina do Sossego, pertencente à 

mineradora VALE, localizada em Carajás, Pará. As localizações das coletas estão 

indicadas na Figura 5. No item Anexos podem ser observadas as Tabelas de 9 a 12, 

onde são apresentados todos os dados das amostras analisadas, como localização 

(latitude e longitude) e pH, de cada uma das amostras coletadas. 

As amostras foram retiradas em duplicatas e de forma aleatória, uma vez que 

não havia dados disponíveis sobre a concentração de resíduo de cobre na extensão 

da mina. As amostras foram armazenadas de duas formas até o momento de seu 

processamento:  refrigerada (4 ºC); e, não refrigerada (temperatura ambiente): 

1. Primeira coleta: foram obtidas 20 amostras, que foram numeradas de 1 

a 42, devido à presença de duplicatas;  

2. Segunda coleta: foram obtidas 12 amostras numeradas em 

continuação às anteriores de 43 a 66; 

3. Terceira coleta: apresentou 19 amostras numeradas de 67 a 104; 

4. Quarta coleta: foram obtidas 11 amostras numeradas de 105 a 126. 

 

Desta forma, ao todo, considerando-se as duplicatas, foram processadas 126 

amostras, sendo 63 amostras refrigeradas, representadas pelos números pares; e, 

63 duplicatas não refrigeradas, representadas pelos números ímpares. 
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Figura 5 - Localização, segundo "Google Earth", de cada um dos pontos de coleta 
das amostras de solo, sedimento e água, nos quatro eventos de coleta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FONTE: HORNINK, K.R.; VICENTE et al, 2013 
1a Coleta: Maio/2012; 2a Coleta: novembro/2012; 3aColeta: março/2013; 4aColeta maio/2013. 
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6.2 Linhagens Bacterianas 
 

As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho foram: 

• Cupriavidus metallidurans CH34 ( ATTC -43123):  fornecida pelo 

laboratório de Genética Molecular e Microrganismos do Instituto de Ciências 

Biomédicas II da Universidade de São Paulo (ICB II – USP) para ser utilizada 

como controle positivo na adsorção de cobre. A mesma encontra-se 

armazenada em solução de glicerol 30%, à -70 ºC e à -20 ºC. 

• Escherichia coli DH5α (MESELSON; YUAN,1968): fornecida pelo 

laboratório de Genética Molecular e Microrganismo do Instituto de Ciências 

Biomédicas II da Universidade de São Paulo (ICB II – USP) para ser utilizada 

como controle negativo da absorção de metal tóxico. A mesma encontra-se 

armazenada em solução de glicerol 30%, à -70 ºC e à -20 ºC. 
 
6.3 Equipamentos 
 

6.3.1 Incubadora com agitação horizontal 
 

Para o cultivo das bactérias em meio liquido foi utilizada a incubadora com 

agitação horizontal (“shaker”) da marca ¨Innova¨ (New Brunswick Scientific, New 

Jersey, EUA) modelo 44R. Este equipamento proporciona agitação por rotação entre 

25 até 400 rpm. Sua temperatura pode ser ajustada desde -20 ˚C até 80 ˚C.  

Os cultivos foram realizados na temperatura de 28 ºC, com rotação fixada em 

180 rpm. O tempo de permanência das amostras neste aparelho variou de acordo 

com o tempo necessário para ser observado crescimento bacteriano. 

 

6.3.2 Termociclador 
 

Utilizou-se o Termociclador C1000 da marca ¨Bio-Rad¨ (Bio-Rad, Berkeley, 

EUA) com capacidade para dois blocos de 48 Tubos de 0,2 ml ou um bloco de 96 

tubos de 0,2 ml. A temperatura neste equipamento pode variar entre 0–99 °C. 
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6.3.3  Espectrômetro de Massa - Bruker Daltonics MALDI Biotyper  
 

 O equipamento ¨Bruker Daltonics MALDI Biotyper¨ (Bruker, Billerica, EUA)  foi 

utilizado para identificação das bactérias isoladas por MALDI – TOF. Para tanto, 

uma alíquota de cada colônia bacteriana foi transferida para a placa de leitura, com 

auxílio de um palito. Após a secagem à temperatura ambiente, a mostra foi coberta 

com 1 µL da matriz HCCA (¨α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid¨, do fornecedor 

¨BRUKER¨). A mistura foi seca a temperatura ambiente e então analisada no 

equipamento. 

 

6.4 Meios de cultura 
 

• MJS Adaptado de Valls et al.  (2000): 12,5 mM HEPES (pH 7.1); 50 mM NaCl; 

20 mM NH4Cl; 1 mM KCl; 1 mM MgCl2; 0,05 mM MnCl2; 0,8% (p/v) 

casaminoácidos; 0.005% (p/v) tiamina. A fonte de carbono variou conforme 

cada experimento, podendo ser utilizado 0,50% de glicose e/ou 0,50% de 

glicerol e/ou 0,5% de gluconato. Para todos os experimentos com este meio 

acrescentou-se a ele 1 mM CuCl2, 10,0 mg/L de Anfotericina B. 

• TSM adaptado de Mergeay et al (1985): 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 Na2SO4; 0,2 g/L de MgCl2 x 

6H2O; 0,03 g/L de CaCL2 x 2H2O; 0,23 g/L de Na2HPO4 x 12H2O; 0,005g/L de 

Fe(III)(NH4) citrato; 1 mL de solução de elementos traço SL7; As fontes de 

carbono variaram de acordo com a etapa do experimento, podendo ser 0,50% 

de glicose (p/v) e/ou 0,50% de glicerol (mL/L) e/ou 0,50% de gluconato. Os 

elementos traço SL7 (1 L) empregados são: 1 mL de HCl solução (25%); 70 

mg de ZnCl2; 100 mg de MnCl2.4H2O; 60 mg de H3BO3; 200 mg de 

CoCl2.6H2O; 20 mg de CuCl2.H2O; 20 mg de NiCl2.6H2O e 40 mg de 

(NH4)2MoO4.2H2O.  O meio TSM foi utilizado para evitar-se a redução de 

biodisponibilidade dos metais pesados, sendo o principal meio 

• Meio líquido Luria Bertani (LB), utilizado para as etapas de proliferação celular 

após estocagem em glicerol 30%, consiste em triptona 10 g/L, extrato de 

levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, para meio sólido adiciona-se 2% de Ágar. 

• Caldo Nutriente (CN) industrializado, para algumas etapas de proliferação 

bacteriana anteriores aos experimentos. 
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• Ágar sangue industrializado, para diferenciação de espécies de isolados. 

 

Todos os meios de cultura empregados foram de procedência Difco (Difco, 

Michigan, EUA) e a procedência dos sais empregados foi Merck (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) ou Sigma (Sigma, St. Louis, EUA). Quando não especificamente 

indicado, a composição dos meios e o preparo destes foi realizado de acordo com 

SambrooK e Russel, 2001. 

 

6.5 Isolamento das bactérias resistentes a cobre. 
 

Para o isolamento das bactérias resistentes aos íons Cu2+ foram seguidos 

uma série de procedimentos cujo as etapas podem ser observadas na Figura 6 e 

estão abaixo descritas. 

 
Figura 6 - Esquema das etapas de isolamento, seleção e proliferação de bactérias 

resistentes a CuCl2. 
 

 
  



  
  
 

42 

6.5.1 Etapa 1 (E1) - Etapa de obtenção de Microrganismos 
 

Foram inoculados 1g ou 1 ml de amostra em meio MJS com adições variadas 

em tubos de 50 ml (Figura 6). As culturas foram incubadas em ¨shaker¨ sob agitação 

de 180 rpm, à 28 ºC, até que fosse observado o crescimento. De cada cultivo 

crescido foram retirados 700 µL, para serem armazenados em microtubos do tipo 

¨Eppendorf¨ (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) contendo 300 µL de glicerol 99%. 

Estas amostras foram mantidas a -70 ºC (Figura 6). 

 

6.5.2 Etapa 1 Suplementar (E1S) - Etapa de proliferação das bactérias obtidas 
 

Para a obtenção de um cultivo mais puro e livre de resíduos, a partir do 

segundo isolamento, foi realizada uma etapa de enriquecimento das bactérias 

resistentes a CuCl2, para tanto transferiu-se cerca de 100 µL do cultivo anterior para 

5 mL de meio TSM contidos em tubos de 50 mL, com concentrações variando de 1 

mM a 10 mM de cobre. Para os terceiros e quartos isolamentos este cultivo foi 

realizado em “erlenmeyer”  de 150 mL com 25 mL de meio nas mesmas condições 

anteriores (Figura 6). 

 

6.5.3 Etapa 2 (E2) - Etapa de Obtenção de isolados bacterianos 
 

Para se obterem colônias isoladas de bactérias resistentes a CuCl2, 100 µL 

das amostras que apresentaram crescimento no cultivo anterior foram semeados 

meio sólido acrescido de 1 mg/L de Anfotericina B (Sigma) e CuCl2 em 

concentrações variando entre 2,5 mM e 10 mM (Figura 6).  

No primeiro isolamento das bactérias da primeira coleta, as culturas foram 

diluídas 100.000 (10-5) vezes para serem semeadas em meio sólido MJS com 

adição, possibilitando desta forma a obtenção de colônias isoladas.  

O isolamento das bactérias da segunda coleta, foi realizado utilizando-se alça 

de platina, pelo método de esgotamento. Nos dois isolamentos das bactérias das 

duas coletas seguintes, as culturas foram diluídas como no primeiro isolamento. 

Do segundo ao quarto isolamento, para a obtenção das colônias isoladas foi 

empregado no meio TSM com adições de Anfotericina B e 2,5 mM a 10 mM de 

CuCl2. 
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6.5.4 Etapa 3  (E3) - Etapa de proliferação dos isolados 
 

Algumas colônias que se formaram na etapa de obtenção de isolados foram 

coletadas isoladamente e cultivadas em 5 mL de meio MJS e na máxima 

concentração de CuCl2 alcançada no cultivo anterior (variando de 2,5 mM a 10 mM) 

do primeiro isolamento.  

A cada coleta a metodologia para o isolamento de bactérias resistentes a 

cobre passou por modificações, como pode ser observado na Figura 5 e na 

descrição anterior. Estas alterações ocorreram, pois a metodologia do primeiro 

isolamento foi idealizada a partir da observação de diversas publicações (JIANG et 
al., 2008; CASTRO-SILVA et al., 2003; WEI et al., 2009). As metodologias seguintes 

foram adaptadas visando obter maior número de isolados, as mudanças foram 

realizadas conforme observações do número de isolados obtidos nos isolamentos 

anteriores e na capacidade desses isolados resistirem às altas concentrações de 

íons de cobre.  

 

6.6 Identificação de bactérias Isoladas 
 

6.6.1 Espectrometria de Massa (MS) com  Ionização por Dessorção a Laser 
Assistida por Matriz e Análise de Tempo de Voo (MALDI-TOF) 

 

A identificação de bactérias isoladas por MALDI-TOF foi realizada 

empregando-se o equipamento ¨Bruker Daltonics MALDI Biotyper¨ com o ¨software¨ 

localizado no Centro de Capacitação e Pesquisa em Meio Ambiente (CEPEMA). O 

procedimento utilizado foi o sugerido pelo fabricante do equipamento.  

Foi considerado que quando o  ¨score¨ obtido encontra-se entre: 

- 2.3 e 3.0, há uma grande probabilidade para identificação de espécie;  

- 2.0 e 2.29, a identificação de gênero é praticamente certa e a de espécie é 

provável;  

- 1.9, apenas a identificação de gênero é provável. 

Apenas os isolados com os quais se obteve ¨scores¨ significativos e 

apresentaram identificação positiva de interesse (não patogênica) tiveram seus 

cultivos e analises continuadas. 

 



  
  
 

44 

6.6.2 Identificação dos Isolados por Sequenciamento do gene 16S RNA  
 

6.6.2.1 Extração de DNA genômico dos isolados 
 

Para o isolamento do DNA genômico (DNAg) total dos isolados foi utilizado o 

¨Kit” da Promega “Wizard® Genomic DNA purification“ (Promega, Madison, EUA) e 

foi seguido o protocolo para extração de DNA total de bactérias Gram negativas, 

conforme indicado pelo fabricante. 

 

6.6.2.2 Análise eletroforética de DNA em gel de agarose e purificação de fragmentos 
 

A separação de fragmentos de DNA foi realizada em géis de agarose 0,8% 

contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio, submetido a 80 V, por 2 horas em tampão 

de corrida 0,5x TBE (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 20 mM pH 8,0) 

(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). A quantificação do DNA presente nas amostras foi 

realizada comparando a intensidade da fluorescência da amostra com aquela 

exibida por λDNA de concentração conhecida e marcador molecular DNA ¨Ladder¨ 

entre 100 pb e 1000 pb (Fermentas, Vilnius, Lituânia). Esta comparação foi realizada 

com a utilização do “software” Vision Works®LS. 

 

6.6.2.3 Reação de Polimerização em Cadeia (PCR)  
 

A amplificação de parte do gene 16S rDNA foi realizada utilizando 10 pmol de 

cada um dos oligonucleotídeos iniciadores da região 16S rRNA listados na Tabela 3, 

200 µM de dNTP (desoxiribonucleosídeo trifosfato), 1 x de tampão para PCR 

(Fermentas), e 2,5 U Taq-polimerase (Fermentas), 1,5 mM de MgCl2 e 30-50 ng de 

DNA genômico, totalizando o volume final de 25 µL.  A reação foi realizada no 

equipamento termociclador “MJ Research”, modelo “PTC-200 Peltier Thermal 

Cycler” (MJ Research, St. Bruno, Canada). O programa utilizado foi de 35 ciclos de: 

95 ºC, por 1 minuto, para desnaturação; 50 ºC, por 1 minuto, para anelamento; e, 72 
ºC, por 3 minutos, para extensão. Após o término desses 35 ciclos houve uma 

extensão final de 72 ºC por 10 minutos. Os produtos de amplificação foram 

purificados com “kit” PCR “Clean-Up System” (Promega) e quantificados pela 

comparação da intensidade de fluorescência com o λDNA (100 ηg). 
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A amplificação do gene rpoD foi realizada utilizando-se 1 µM de cada 

oligonucleotídeo iniciador referente do gene rpoD listados na Tabela 3, 200 µM de 

dNTP (desoxiribonucleosídeo trifosfato), 1 x de tampão para PCR (Fermentas), e 2,5 

U Taq-polimerase (Fermentas), 1,5 mM de MgCl2 e 500 ng de DNA genômico, 

totalizando um volume final de 25µL. A reação foi realizada no equipamento 

termociclador “MJ Research”, modelo “PTC-200 Peltier Thermal Cycler”. O programa 

utilizado foi de 35 ciclos de 94 ºC, por 1 minuto, para desnaturação; 60 ºC, por 1 

minuto, para anelamento;  e, 72 ºC, por 2 minutos, para extensão. Após o término 

desses 35 ciclos houve uma extensão final de 72 ºC, por 10 minutos. Os produtos de 

amplificação foram purificados com “kit” da Promega “PCR Clean-Up System” e 

quantificados pela comparação da intensidade de fluorescência com o λDNA (100 

ηg). A amplificação deste gene só foi realizada para o isolado que pertence ao 

gênero Pseudomonas sp., o qual apresenta uma ampla base de dados deste gene. 

Para os demais isolados, utilizar este gene para identificação, não seria muito 

proveitoso. 

 
Tabela 3 - Iniciadores da reação de PCR e iniciadores para sequenciamento. 

Nome Sequência Finalidade Referência 

16S 
rDNA 

16S 27F 5’- AGAGTTTGATCA/CTGGCTCAG- 3’ Amplificação do 
gene 16S rDNA 

WEISBURG et 
al., 1991 16S 1492R 5’- TACGGT/CTACCTTGTTACGACTT- 3’ 

16S 536F 5’- CAGCMGCCGCGGTAATWC- 3’ 
Sequenciamento 
do gene 16S rDNA 

HOLBENet al., 
2004 

16S 782R 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT- 3’ 
CHIMETTO et 

al., 2008 

rpoD 
rpoD70R 

5’-ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNG 
CYTCNACCATYTCYTTYTT-3’ 

Sequenciamento 
do gene rpoD 

YAMAMOTO et 
al., 2000 

rpoD70f 
5’-ACGACTGACCGGTACGCATGTAYA 
TGMGNGARAGGGNACNGT-3’ 

Sequenciamento 
do gene rpoD 

YAMAMOTO et 
al., 2000 
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6.6.2.4 Sequenciamento de DNA 
 

Os produtos de PCR resultantes da amplificação do 16S rDNA das bactérias 

isoladas, foram sequenciados no sequenciador automático ¨ABI 3730 DNA Analyser¨ 

(Applied Biosystems, Foster City, EUA), no Departamento de Genoma Humano do 

Instituto de Biociências da USP. Para cada reação de sequenciamento foram 

utilizados 37,5 ng do amplicon da região 16S ou do gene rpoD. 

 

6.6.2.5 Análise da sequência obtida 
 

Os resultados do sequenciamento foram analisados com o auxílio do 

programa ¨Chromas Pro¨, para verificação da qualidade das sequências e obtenção 

de sequências ¨contig¨ ou consenso. As sequências foram transformadas em dados 

FASTA e a análise de similaridade foi realizada empregando o programa ¨BLASTn¨ 

(ALTSCHUL et al., 1997) do Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI). 

Este ¨software ¨permite a execução de alinhamento local entre uma sequência 

fornecida (¨query¨) contra um banco de dados (¨subject¨) que, no caso, são 

sequências depositadas no ¨GenBank¨. 

 
6.6.2.6 Análise filogenética 

 

As árvores filogenéticas foram construídas com o programa “Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis” (MEGA versão 5.0) utilizando-se a metodologia 

“Neighbor Joining” e teste de robustez “bootstrap” com 1000 interações. 

 

6.6.3 Caracterização e Identificação de bactérias por métodos  Bioquímicos  
 

A caracterização e possível identificação dos isolados bacterianos por 

métodos bioquímicos foi realizada empregando o “kit” de identificação API-20NE 

(Biomerieux, Rennes, França), segundo as instruções que constam em seu manual. 

Além disto, foram utilizados cultivos em ágar sangue, e cultivos em meio TSM 

acrescido de Tween 80, com a finalidade de se caracterizar melhor os isolados, uma 

vez que algumas espécies podem ser diferenciadas por realizarem ou não hemólise 

e/ou precipitação de Tween 80. 
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6.6.4 Coloração Gram 
 

Para a observação da morfologia microscópica das células bacterianas 

isoladas, após o primeiro isolamento das bactérias estas foram submetidas à 

coloração de Gram e observadas ao microscópio óptico. 

A coloração Gram foi realizada segundo o protocolo Smith e Hussey (2005), 

originalmente publicado por Gram, 1884.  

 
6.7 Teste de Concentração Mínima Inibitória (MIC) para cobre 
 

A determinação da mínima concentração inibitória (MIC) dos isolados para os 

íons de cobre foi realizada de acordo com Monchy et al., (2006), com alterações.  

Este teste foi realizado a partir dos cultivos da etapa de proliferação de isolados. 100 

µL da cultura desta etapa foram semeados em uma série de tubos contendo o 

mesmo meio e concentrações crescentes de cloreto de cobre.  As diluições de 

cloreto de cobre foram preparadas a partir de uma solução a 1,0 M que foi 

esterilizada por filtração em membrana com poros 0,22 µm (Sartorius). Foram 

testadas as concentrações de CuCl2: 0,5 mM; 1,5 mM; 2,5 mM; 5,0 mM; 6,5 mM; 7,5 

mM; 8,5 mM; 9,5 mM; 10,0 mM; 12,5 mM; 14,5 mM; 15,0 mM e 17,5 mM. A 

verificação de crescimento foi realizada pela leitura da Absorbância a 600 nm 

(Ab600), após o cultivo com agitação em “shaker” a partir de 48 h.  

 

6.8  Obtenção das curvas de crescimento dos isolados selecionados 
 

As curvas de crescimento foram obtidas para alguns isolados selecionados, 

que foram cultivados em frascos do tipo “erlenmeyer” de 250 ml, contendo 50 ml 

meio mínimo TSM (Material e Métodos, item 6.4), mantidos em “shaker” sob 

agitação de 180 rpm e a temperatura de 28 oC.  

Após o inóculo inicial retirou-se uma amostra de 1 mL a cada 4 h, por 72 h, ou 

até que se atingisse a fase estacionária. A verificação do crescimento microbiano foi 

realizada pela leitura de Absorbância a 600 nm (Ab600). Quando a Absorbância 

atingiu valores superiores a 1,00, foi realizada a diluição da amostra na proporção 

1:100. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas 
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6.9 Análise da produção de biomassa bacteriana 
 

Para a determinação da produção de biomassa bacteriana, inicialmente cada 

uma das bactérias foi cultivada em meio mineral TSM (Material e Métodos, item 6.4). 

Para tanto, a partir de pré-cultivos realizados no mesmo meio de cultura por 48 h, 

foram realizadas diluições até serem obtidos pré-cultivos com Absorbância 600 nm 

igual a 2,0. 

A partir destas pré-culturas diluídas foram realizadas semeaduras de 500 µl 

em 50 ml de meio mineral TSM contido em frasco “erlenmeyer” de 250 mL. Os 

cultivos foram realizados em “shaker”, com rotação de 180 rpm e temperatura de 28 
oC. 

Após 24 h de cultivo, cada frasco foi agitado vigorosamente para que seu 

conteúdo fosse homogeneizado e uma amostra de 15 ml foi submetida a filtração a 

vácuo através de uma membrana de celulose com porosidade de 0,20 µm (Millipore, 

Billerica, EUA). O sedimento da filtração foi submetido a secagem em forno de 

microondas com potência 20%, deixado para resfriar em uma estufa a temperatura 

ambiente até que se obtivesse uma massa constante. O valor da massa seca foi 

determinado por gravimetria. 

 

6.10 Teste de adsorção de íons CuCl2 
 

Para os ensaios de adsorção de cobre foi utilizada uma metodologia 

adaptada a partir da proposta pelos autores Huang et al., (2003) e Fosso-Kankeu et 

al., (2011). 

Todos os isolados bacterianos selecionados foram cultivados em 50 mL de 

meio mineral TSM, em “shaker” a temperatura de 28 oC e agitação de 180 rpm. 

Quando os cultivos atingiram metade da fase logarítmica, os cultivos foram 

transferidos para tubos tipo “Falcon” e então centrifugados a 6.000 g,  por 40 

minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e a massa celular 

foi incubada e lavada em solução salina e centrifugada novamente nas mesmas 

condições.  O sobrenadante foi novamente descartado. Os tubos foram deixados 

inclinados sobre papel absorvente por 40 minutos, para que todo o resíduo líquido 

de salina fosse eliminado. A massa seca de células foi ressuspensa em água Milli-Q 

(pH 5,0) contendo CuCl2 a 2,0 mM. 
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Foi realizada a incubação de 10 ml de cada uma das amostras contendo 

células na concentração de 1,00 g/L  e cloreto de cobre em tubos do tipo “Falcon” de 

15 ml,  em “shaker” sob agitação de 180 rpm, a 28 °C. Após 2 h e 24 h foram 

retiradas amostras, as quais foram centrifugadas por 20 minutos a 8.000 g. O 

sobrenadante foi coletado e  submetido a  análise para determinação da   

concentração de cobre empregando espectrometria de absorção atômica. As 

analises foram realizadas no Espectrofômetro de Absorção Atômica, Shimadzu, 

modelo AA7000 (Shimadzu, Kyoto, Japão). Quando não foi possível a análise 

imediata do sobrenadante, o mesmo foi  congelado para análise posterior. Todos os 

experimentos foram realizados em duplicatas. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, a partir de amostras de solo, sedimento e águas coletadas de 

diferentes localidades da mina de cobre pertencente à mineradora VALE, mina do 

Sossego, em Canaã dos Carajás, PA (Figura 5 -  Material e Métodos 6.1), foram 

realizados os procedimentos de isolamento, identificação e caracterização de 

isolados bacterianos com potencial e/ou bioacumulo de cobre (Cu2+). 

 

7.1 Isolamento de bactérias de amostras ambientais 
 

Para o isolamento das bactérias com potencial de emprego em 

biorremediação e/ou bioacumulo de metais pesados tóxicos, foram empregados 

diferentes procedimentos para cada uma das amostras coletas. A metodologia foi 

continuamente aprimorada visando a obtenção de isolados em maior número e mais 

adequados aos objetivos do trabalho. 

 A última metodologia aplicada apresentou o melhor resultado quanto ao 

número de isolados obtidos, uma vez que foi possível observar o crescimento de 

colônias em todas as amostras coletadas. Alguns fatores que podem ter contribuído 

para tal resultado são: 

• A adição de gluconato como fonte de carbono; 

• A redução do período de espera para manipulação da amostra, que permite 

que os microrganismos presentes estejam em maior número para cultivo; 

• A adição de CuCl2 em meio mínimo desde o primeiro cultivo, o que permite 

que o cobre esteja biodisponível desde as primeiras etapas da seleção, e 

desta forma, que as bactérias isoladas apresentem a mínima resistência a 

Cu2+ desejada. 

Os procedimentos de isolamento foram realizados em 126 amostras 

coletadas, sendo que 43 amostras resultaram em crescimento de colônias de 

bactérias resistentes a Cu2+ isoladas: 12 pertencentes à primeira coleta; 4 

pertencentes à segunda; 10 pertencentes à terceira coleta; e,17 pertencentes à 

quarta coleta.  
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Com a finalidade de evitar o isolamento de bactérias idênticas provenientes 

das amostras, as colônias isoladas foram submetidas a várias análises sequenciais:  

1. Morfologia macroscópica das colônias isoladas (Quadro 2); 

2. Morfologia microscópica das células bacterianas coradas por coloração 

Gram (Material e Métodos, 6.6.4) (Quadro 2); 

3. Confirmação da capacidade de resistência a concentração de CuCl2 

(Material e Métodos 6.7) (Quadro 2). 

 

No Quadro 2 abaixo são apresentados os resultados das análises dos 

isolados 69.a, 121.b e 125.e.  Os resultados das análises de morfologia 

macroscópica e microscopia   de todos os isolados obtidos estão apresentadas no 

item Anexos, nos Quadros 7 e 8; e, os resultados da resistência aos íons cobre 

(MIC), no item Quadros 11 e 12. 

 

Quadro 2 - Morfologia macroscópica, morfologia microscópica e teste de resistência 
a CuCl2 de alguns isolados bacterianos obtidos. 

 
 

A partir destas análises foram selecionados 126 isolados bacterianos para 

terem seus estudos aprofundados. 
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7.2 Identificação das bactérias isoladas e seleção das mais promissoras  
 

Para a identificação dos isolados bacterianos selecionados foram 

empregadas diversas técnicas: como MALDI-TOF, sequenciamento da região 16S, 

construção de árvores fenéticas, e testes bioquímicos. 

 

7.2.1 Espectrometria de Massa (MS) com  Ionização por Dessorção a Laser 
Assistida por Matriz e Análise de Tempo de Voo (MALDI-TOF) 

 

Como a metodologia MALDI-TOF (Material e Métodos, item 6.6.1) apresenta 

prática execução, foi empregada como a metodologia inicial da identificação dos 126 

isolados obtidos.  

Foi possível obter uma identificação positiva baseada no padrão das 

proteínas de superfície expressas pelas bactérias isoladas. Foram identificados 

isolados repetidos nas amostras, ou seja, foi verificado que colônias isoladas eram 

correspondentes à mesma cepa isolada, uma vez que os picos apresentados pelo 

programa de análise dos dados do MALDI-TOF foram idênticos. Esta estratégia 

permitiu saber que haviam 73 isolados distintos. 

A metodologia empregada permitiu a identificação de apenas 51 dos 73 

isolados bacterianos independentes obtidos (Quadro 3). Isto porque estes 22 

microrganismos não identificados apresentaram o parâmetro de pontuação abaixo 

do recomendado pelo software Bruker Daltonics para ser considerado um dado 

confiável (score <1700). Este resultado já era esperado, pois era sabido que esta 

metodologia não permitiria a identificação de muitos isolados deste trabalho, uma 

vez que os bancos de dados disponíveis são alimentados principalmente com 

microrganismos de procedência clínica (CARBONNELLE et al., 2012; KHOT et al, 

2012).  

Pôde-se observar que há grande diversidade de bactérias em cada uma das 

amostras coletadas, com várias de espécies e até gêneros distintos (Quadro 3).  

Apesar de ser possível que alguns dos 22 microrganismos não identificados 

apresentassem potenciais para a adsorção de metais tóxicos ou para 

biorremediação, neste trabalho optou-se por não prosseguir os estudos com estes 

isolados uma vez que seu estudo seria mais extenso e provavelmente exigiria uma 

dedicação exclusiva para cada isolado. Desta forma, esses isolados 22 isolados 
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foram mantidos armazenados em glicerol 30%, a temperatura de -70 ºC para 

estudos posteriores. 

Quadro 3 - Identificação dos 51 isolados bacterianos por MALDI-TOF. 
Burkholderia cenocepacia (5) Serratia marcescens (1) Score< 1700 

(22) 
123.a 32 38  86.a 123.b 
124.a 123.b Bacillus cereus (1) 88.a 125.a 
124.b   53.b 70.b 106.a 
Burkholderia cepacia (6) Herbaspirillum aquaticum (2) 80.d 106.e 
107.f 108.e 125.e 72.b 84.a 106.f 
108.a 107.a Pseudomonas mosselii (2)   105.a 
108-c 107.c 104.c 125.c   105.b 
Cupriavidus metallidurans (17) Pseudomonas putida (1)   105.c 
70.a 104.a 118.b 98.b   105.d 
72.a 104.b 117.a Ralstonia pickettii (4)   118.a 
80.a 114.a 117.b 69.c 76.a   118.c 
80.b 114.c 117.c 69.d 80.c   118.d 
98.a 116.a 122.b Sphingomonas trueperi (2)   120.a 
126.c   125.b 126.a   120.c 
Cupriavidus pauculus (1) Stenotrophomonas maltophilia 

(1) 
  120.e 

53.a 
Cupriavidus necator (2) 121.b   122.a 
69.a 90.a Enterobacter cloacae (3)   122.b 
Cupriavidus oxalaticus (1) 8 40 65   
69.b Enterobacter aerogenes (1)   
Staphylococcus epidermidis 
(1) 
32 

50   

A nomenclatura dos isolados refere-se ao número da amostra (algarismos) e à identificação 
da colônia (letras), sendo que os números ímpares se referem às amostras refrigeradas e os 
pares referem-se às amostras não refrigeradas. Um “score” menor que 1700 indica baixa 
especificidade nos resultados em comparação com a base de dados. 
 

Para dar continuidade ao trabalho foram selecionadas apenas aquelas 

bactérias que apresentavam algum potencial de emprego em biorremediação pré-

reconhecido, como algumas bactérias pertencentes ao gênero Cupriavidus sp (PAL; 

PAUL; 2010). Os resultados gerados pelo programa de análise ¨Bruker Daltonics 

software¨ bem como os espectros gerados pelo MALDI-TOF podem ser observados 

no item Anexos (Figuras de 21 a 32). 

Algumas bactérias, pertencentes aos gêneros Enterobacter sp., 

Staphylococcus sp., Serratia sp., e alguns outros, foram excluídas da continuação do 

trabalho por serem potencialmente patogênicas apesar de terem sido isoladas de 
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amostras ambientais (ARPIN et al., 1996; NAZAROWEC-WHITE; FARBER, 1997) e, 

desta forma, seriam pouco recomendadas para processos de escala ampliada. 

Apesar de algumas espécies selecionadas apresentarem algum potencial 

patogênico descrito na literatura, os casos de infecção descritos são apenas de 

pessoas imunodeprimidas.  

A maior quantidade de isolados observada foi da espécie Cupriavidus 

metallidurans, 17/51 (33,3%). Este resultado está dentro do esperado, uma vez que 

esta espécie de bactéria tem uma presença bastante acentuada em regiões com alta 

concentração de metais tóxicos (GORIS et al., 2001). Há ainda que considerar a 

identificação de 7 isolados de bactérias muito próximas: 3 isolados de Cupriavidus 

de outras espécies; e, 4 isolados de Ralstonia, que é um gênero muito próximo 

filogeneticamente de Cupriavidus.  Desta forma concluímos que  47% dos isolados, 

quase metade deles, são ou estão relacionados à espécie C. metallidurans.  

Tendo em vista ampla quantidade de microrganismos obtidos e a dificuldade 

de se dar prosseguimento ao trabalho com todos, alguns foram selecionados para 

as etapas subsequentes. Os critérios para esta escolha foram: diferentes espécies, 

diferentes localidades de isolamento, e baixo potencial para patogenicidade. Os 12 

isolados que foram selecionados para estudos mais aprofundados encontram-se 

apresentados na Tabela 4.  

 
Tabela 4 – Isolados bacterianos selecionados para prosseguimento 

das analises de bioacumulo/biorremediação 
Número do isolado Microrganismo Score Coleta 
1 69.a Cupriavidus necator 1769 3a 

2 69.b Cupriavidus necator 1727 3a 
3 74.a Cupriavidus metallidurans 1682 3a 
4 76.a Ralstonia picketii 1334 3a 
5 80.a Cupriavidus metallidurans 2154 3a 
6 90.a Cupriavidus necator 1703 3a 
7 98.a Cupriavidus metallidurans 1790 3a 
8 98.b Pseudomonas putida 1565 3a 

 9 104.b Cupriavidus metallidurans 2340 3a 
10 120.e Novosphingobium resinovorum 1281 4a 

11 122.b Stenotrophomonas maltophilia 1804 4a 
12 125.e Herbaspirillum aquaticum 1855 4a 

Para ¨score¨ do MALDI-TOF entre: 
- 2300 e 3000, há uma grande probabilidade para identificação de espécie;  
- 2000 e 2299 a identificação de gênero é praticamente certa, e a de espécie é 
provável;  
- 1700 e 1999 apenas a identificação de gênero é provável. 
A escolha de uma maioria de microrganismos pertencentes ao gênero 

Cupriavidus sp. é justificada pela distinção dos espectros gerados pelo MALDI-TOF, 
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que indicam se tratarem de isolados distintos, como pode ser observado na Figura 7. 

Deve-se aqui, mais uma vez, ressaltar que os espectros MALDI-TOF permitem a 

identificação não apenas de espécies diferentes, mas também cepas diferentes 

dentro de uma mesma espécie. 

 

Figura 7 - Espectros gerados pela análise MALDI-TOF das bactérias do gênero 
Cupriavidus (69.a, 69.b, 74.a, 80.a, 98.a, 104.b) e do gênero Ralstonia (76.a) 
selecionadas para para prosseguimento das analises de 
bioacumulo/biorremediação 
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7.2.2 Sequencia do gene codificador do rRNA 16S   
 

Com a finalidade de confirmar a identidade das 12 bactérias selecionadas 

para o prosseguimento do trabalho (Tabela 4), seus DNAs genômicos (DNAg) foram 

extraídos e quantificados. Os DNAs de todas as amostras apresentaram perfis 

semelhantes (Figura 8). 

 

Figura 8 -  DNA total dos isolados bacterianos selecionados. 

 
Fonte: HORNINK, K.R. 
λ DNA: DNA intacto de fago λ (Fermentas) 
 
 

O DNA codificador do rRNA 16S (16S rDNA) foi amplificado por PCR 

empregando como molde os DNAg de cada uma das bactérias isoladas e os 

iniciadores 27F, 536F, 782R e 1492R, conforme o protocolo discutido em Material e 

Métodos, item 6.6.2.3. 

  

λ"DNA 
200ng 

λ"DNA 
100ng 

λ"DNA 
50ng 69.b 69.a 72.b 74.a 76.a 80.a 98.a 98.b 90.a Branco 
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Os 16S rDNAs de todos os 12 isolados bacterianos foram obtidos com 
sucesso (Figura 9). 
 
 

Figura 9 – DNA codificador de 16S rDNA dos isolados selecionados. 

 
 Fonte: HORNINK, K.R. 
λ DNA: DNA intacto de fago λ DNA, do fornecedor λ (Fermentas) 
DNA Ladder: 1 Kb, contendo fragmentos que variam de 10.000 pb a 250pb foram 
utilizados 0,5 µl de DNA Ladder 1 Kb, na concentração de  0,5 µg/µL(Fermentas) 
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Foi realizado o sequenciamento da região codificadora do 16S rRNA, 

(Material e Métodos, item 6.6.2.4) de todos os 12 isolados selecionados. A Análise 

dos resultados obtidos está apresentada no Quadro 4. 

 

Quadro 4 - Identificação dos 12 isolados bacterianos 16S rDNA. 
Número 

do 
isolado 

Resultado alinhamento da região 16S 

Microrganismo Total 
score 

Query 
Cover 

E- 
value Ident Tamanho 

69.a Cupriavidus taiwanensis 1194 100% 0 99% 1349 

69.b Cupriavidus oxalaticus 1362 100% 0 98% 1363 

74.a Cupriavidus metalidurans 2388 100% 0 99% 1324 

76.a Ralstonia pickettii 1249 100% 0 99% 1374 

80.a Cupriavidus metallidurans 2576 100% 0 99% 1356 

90.a Cupriavidus taiwanensis 2933 100% 0 99% 1293 

98.a Cupriavidus metallidurans 2465 100% 0 99% 1375 

98.b Pseudomonas putida 1158 100% 0 99% 1365 

104.b Cupriavidus metallidurans 2484 100% 0 99% 1380 

120.e Novosphingobium resinovorum 996 100% 0 99% 1288 

121.b Stenotrophomonas maltophilia 3575 100% 0 99% 1345 

125.e Herbaspirillum huttiense 1223 100% 0 100% 1348 
Obs: Total score: a cobertura da sequência; Ident: semelhança da sequência obtida com 

a alinhada; Tamanho: pb da sequência consenso obtida após análise emprego do 
programa ¨Chromas Pro¨. 
 

Observando-se o Quadro 4, pode-se notar que para todos os alinhamentos 

das sequências dos isolados com as pertencentes ao banco de dados sempre foram 

obtidos valores superiores a 98% de similaridade entre as sequências do banco de 

dados, sendo que apenas o isolado 125.e apresentou 100% de similaridade com a 

sequência da bactéria Herbaspirillum huttiense e apenas o isolado 69.b apresentou 

98% de similaridade com a sequência do banco de dados pertencente à bactéria 

Cupriavidus oxalaticus. 

Apesar dos altos índices de similaridade, ainda se faz necessária a realização 

de outros testes, para uma identificação mais precisa das espécies que os isolados 

pertencem, uma vez que o Blast, faz a análise das sequências de forma simplificada.  
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7.2.3 Sequência do gene rpoD 
 

Uma vez que raramente é possível identificar as espécies de bactérias 

pertencentes ao gênero Pseudomonas apenas com o sequenciamento da região 

16S rRNA e dada a grande quantidade de dados disponíveis para o gene rpoD desta 

espécie, a partir do mesmo DNAg do isolado 98.B foi realizada a amplificação deste 

gene (Figura 10). 

 

Figura 10 –  Amplicon obtido por PCR do gene rpoD do isolado 98.b 

 
Fonte: HORNINK, K.R. 
� DNA: DNA intacto de fago � DNA, do fornecedor � (Fermentas). 
DNA Ladder: 1 Kb, contendo fragmentos que variam de 10.000 pb a 250pb, foram 
utilizados 0,5 µl de DNA Ladder 1 Kb, na concentração de  0,5 µg/µL(Fermentas) 

 

Foi realizado o sequenciamento do gene rpoD (Material e Métodos 6.6.2.4) do 

isolado 98.b. Após a análise da sequência e comparação com o banco de dados do 

NCBI (Material e Métodos, item 6.6.2.5), obteve-se, com a aplicação desta 

metodologia, o alinhamento da sequência com a bactéria Pseudomonas sp VLB 120 

(No de acesso: CP003961), com “Total score”: 804, “e-value”: 0.0, “ident”: 99%, no 

entanto, como esta bactéria ainda não apresenta sua espécie definida, foi possível 

observar que o isolado apresentou semelhança também com a bactéria 

Pseudomonas putida W619 (No de acesso: CP000949), com “Total score”: 477,      

“e-value”: 7e-131, “ident”: 87%, valores baixos para uma identificação apenas com 

este gene, sendo necessária a realização de outras metodologias que permitam 

analisar esta sequência em conjunto com a região 16S. 
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7.2.4 Árvores fenéticas dos isolados bacterianos 
 

Utilizando-se as sequências dos genes 16S rDNA dos 12 isolados obtidos, 

foram construídas árvores fenéticas para cada grupo de isolados. Para simplificar as 

análises foram construídas árvores para as bactérias pertencentes ao grupo 

Pseudomonas sp (Figura 11); Cupriavidus sp. e Ralstonia sp (Figura 12); para 

Novosphingobium sp. (Figura 13); para Stenotrophomonas sp. (Figura 14) e, para 

Herbaspirillum sp. (Figura 15), conforme metodologia descrita em Material e 

Métodos, item 6.6.2.6. 

Com a finalidade de tornar a análise da árvore do isolado 98.b mais precisa e 

simples, as sequências do gene rpoD, já alinhadas foram acrescentadas ao final das 

sequências, também já alinhadas da região 16S, sendo possível construir a partir 

destes dados uma única árvore fenética contendo as informações de ambas 

sequências (Figura 11). As árvores obtidas com as sequências separadas podem 

ser observadas no item Anexos, Figuras 33 e 34. 

 

Figura 11 - Árvore fenética com base nas sequências da região 16S rRNA e do 
gene rpoD do isolado 98.b previamente identificado como pertencente ao gênero 
Pseudomonas 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). A bolinha vermelha destaca o isolado. 

 

Ao realizar a análise da Figura 11, pode-se observar que o isolado 98.b,  

pertence de fato ao grupo de bactérias da espécie Pseudomonas  putida, dado o alto 

índice de confiabilidade do grupamento (91%). 
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Figura 12 - Árvore fenética com base nas sequências da região 16S das bactérias 
isoladas previamente identificadas como pertencentes aos gêneros Cupriavidus  e 
Ralstonia. 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). As bolinhas vermelhas destacam os isolados. 
  

Analisando-se a Figura 12 é possível notar que os índices de confiabilidade 

dos principais nós, mantiveram-se acima de 80%, sendo possível identificar os 

grupos aos quais pertencem os isolados.  O índice de confiabilidade de 82% obtido 

no grupamento dos isolados 74.a, 80.a, 98.a e 104.b com bactérias pertencentes à 

 Cupriavidus metallidurans - CH34 Acesso:Y10824
 Isolado 104.b - Cupriavidus sp.
 Isolado 74.a - Cupriavidus sp.
 Isolado 80.a - Cupriavidus sp.
 Isolado 98.a - Cupriavidus sp.

 Cupriavidus metallidurans - CIP 107179 Acesso:EU024161
 Cupriavidus metallidurans - DSM2839 - Linhagem Tipo Acesso:D87999

 Cupriavidus pauculus - CIP 6231 Acesso:EU024164
 Cupriavidus pauculus - LMG 3413 - Linhagem Tipo Acesso:AF085226
 Cupriavidus taiwanensis - LMG 19424 - Linhagem Tipo Acesso:AF300324

 Isolado 69.a - Cupriavidus sp.
 Cupriavidus taiwanensis PAS15 AY752959

 Isolado 90.a - Cupriavidus sp.
 Cupriavidus laharis - 1263a - Linhagem Tipo Acesso:AB054961

 Cupriavidus laharis - CCUG 53908 Acesso:FN597609
 Cupriavidus oxalaticus - NBRC 13593 Acesso:AB680453

 Isolado 69.b - Cupriavidus sp.
 Cupriavidus oxalaticus - DSM 1105 - Linhagem Tipo Acesso:AF155567
 Cupriavidus oxalaticus - CIP 107389 Acesso:EU024156

 Cupriavidus pinatubonensis - 1244a Acesso:AB054960
 Cupriavidus pinatubonensis - 1245 - Linhagem Tipo Acesso:AB121221
 Cupriavidus pinatubonensis - CCUG 53907 Acesso:FN597611
 Cupriavidus necator - ATCC 43291 - Linhagem Tipo Acesso:AF191737
 Cupriavidus necator - CIP 104763 Acesso:EU024158
 Cupriavidus necator - NBRC 102504 Acesso:AB681838

 Ralstonia solanacearum - ATCC 11696 Acesso:X67036
 Ralstonia solanacearum - LMG 2299 - Linhagem Tipo Acesso:EF016361
 Ralstonia syzygii - ATCC 49543T - Linhagem Tipo Acesso:AB021403
 Ralstonia syzygii - R001 Acesso:U28237
 Ralstonia insidiosa - CCUG 46388 - Acesso:AJ539233
 Ralstonia insidiosa - AU2944 - Linhagem Tipo Acesso:AF488779
 Ralstonia mannitolilytica - UCL310 Acesso: AJ270257
 Ralstonia mannitolilytica - LMG6866 - Linhagem Tipo Acesso:AJ270258
 Ralstonia pickettii- LMG 7160 Acesso:AJ270260

 Isolado 76.a - Ralstonia sp.
 Ralstonia pickettii - ATCC 27511 - Linhagem Tipo Acesso:AY741342
 Ralstonia pickettii - NBRC 102503 Acesso:AB681837

 Aquaspirillum putridiconchylium - IAM 14964 - Linhagem Tipo Acesso:AB076000
 Aquaspirillum putridiconchylium - NBRC 13962 Acesso:AB680540

 Aquaspirillum serpens - IAM 13944 - Linhagem Tipo Acesso:AB074518
 Aquaspirillum serpens - NBRC 14923 Acesso:AB680709

 Rhizobium pisi - DSM 30132 - Linhagem Tipo Acesso:AY509899
 Rhizobium pisi - C5 Acesso: KJ438829

 Rhizobium rubi - LMG 17935 Acesso:AM181759
 Rhizobium rubi - NBRC 13260 Acesso: AB680384
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100

100

100

100

100

100

100

99

96

96
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90
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82
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espécie Cupriavidus metallidurans, enquanto que o isolado 69.b agrupou-se em 98% 

das vezes com as bactérias pertencentes à espécie  Cupriavidus oxalaticus. Já os 

isolados 69.a e 90.a agruparam-se em 99% das repetições com a espécie 

Cupriavidus taiwanensis e o isolado 76.a agrupou-se 82% das vezes com a espécie 

Ralstonia pickettii. Os altos índices de repetição dos agrupamentos nos permitem 

afirmar que estes microrganismos apresentam grande probabilidade de pertencerem 

às espécies com que se agruparam. 

Observando-se os nós do dendograma apresentado na Figura 13, pode-se 

observar que o isolado 120.e, apresentou 100% de confiabilidade por sempre ter 

sido reunido com as bactérias da espécie Novosphingobium resinovorum.  

 

Figura 13 - Árvore fenética  com base em sequencias da região 16S rDNA para o 
isolado 120.e pertencente ao gênero Novosphingobium 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). A bolinha vermelha destaca o isolado 120.e.  

 Novosphingobium resinovorum - KF3 Acesso:X94103
 Novosphingobium resinovorum - LH128 Acesso:AY151394

 Isolado 120.e - Novosphingobium sp.
 Novosphingobium resinovorum - DSS5 Acesso:HM217127
 Novosphingobium resinovorum - NCIMB 8767 - Linhagem tipo Acesso:EF029110
 Novosphingobium naphthalenivorans - VIT-DD2 Acesso:KJ716452

 Novosphingobium naphthalenivorans - TUT562 - Linhagem tipo Acesso:AB177883
 Novosphingobium pentaromativorans - PQ-3 Acesso:KF145128
 Novosphingobium pentaromativorans - US6-1 - Linhagem tipo Acesso:AF502400

 Novosphingobium taihuense - 230 Acesso:EU730920
 Novosphingobium taihuense - T3-B9 - Linhagem tipo Acesso:AY500142
 Novosphingobium capsulatum - NBRC 12533 Acesso:AB680290

 Novosphingobium capsulatum - GIFU11526 - Linhagem tipo Acesso:D16147
 Novosphingobium subterraneum - NBRC 16086 Acesso:AB681046
 Novosphingobium subterraneum - IFO 16086 - Linhagem tipo Acesso:AB025014
 Sphingomonas trueperi - LMG 2142T - Linhagem tipo Acesso:X97776
 Sphingomonas trueperi - NBRC 100456 Acesso:AB681173
 Sphingomonas paucimobilis - ATCC 29837 - Linhagem tipo Acesso:U37337

 Sphingomonas paucimobilis DSM 30198 HF558376
 Pseudomonas putida - DSM 291T - Linhagem tipo Acesso:Z76667
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Também com altos índices de reprodução dos agrupamentos, o isolado 121.b 
apresentou altos valores de confiabilidade, sendo igual a 98%, para o agrupamento 

do isolado 121.b com as bactérias da espécie  Stenotrophomonas maltophilia 

(Figura 14). 

 

Figura 14 - Árvore fenética  com base em sequencias da região 16S rDNA do 
isolado 121.b previamente identificada como pertencente ao gênero 
Stenotrophomonas. 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). A bolinha vermelha destaca o isolado 121.b. 
 
 

O agrupamento do isolado 125.e com a espécie Herbaspirillum huttiense 

apresentou índice igual a 68% (Figura 15), valor considerado baixo para classificar o 

isolado a nível de espécie, no entanto, com a somatória de todos os resultados 

obtidos para as diferentes técnicas aplicadas, será possível identificar de forma mais 

precisa este isolado. 

 

 Stenotrophomonas maltophilia - Sea-11 Acesso:AF390081
 Isolado 121.b - Stenotrophomonas sp.

 Stenotrophomonas maltophilia - LMG 958 Acesso:X95923
 Stenotrophomonas maltophilia - IAM 12423 - Linhagem tipo Acesso:AB294553
 Stenotrophomonas chelatiphaga - LPM-5 - Linhagem tipo Acesso:EU573216
 Stenotrophomonas chelatiphaga - CCUG 56889 Aceesso:GU945536

 Stenotrophomonas ginsengisoli - NBRC 101154 Acesso:AB681398
 Stenotrophomonas ginsengisoli - DCY01 - Linhagem tipo Acesso:DQ109037

 Stenotrophomonas koreensis - MBG44 Acesso:KJ563235
 Stenotrophomonas koreensis - TR6-01 - Linhagem tipo Acesso:AB166885

 Stenotrophomonas acidaminiphila - ATCC 700917 Acesso:AF273079
 Stenotrophomonas acidaminiphila - AMX19 - Linhagem tipo Acesso:AF273080
 Stenotrophomonas nitritireducens - CCUG 54932 Acesso:GU945537
 Stenotrophomonas nitritireducens - L2 - Linhagem tipo Acesso:AJ012229

 Xanthomonas pisi - LMG 847 T - Linhagem tipo Acesso:Y10758
 Xanthomonas pisi - NBRC 13556 Acesso:AB680442
 Xanthomonas campestris - LMG 568-T - Linhagem tipo Acesso:X95917
 Xanthomonas campestris - ATCC 33913 - Linhagem tipo Acesso:AE008922

 Pseudomonas fluorescens - IAM 12022 - Linhagem tipo Acesso:D84013
 Pseudomonas fluorescens - DSM 50090T - Linhagem tipo Acesso:Z76662
 Pseudomonas putida - IAM 1236 - Linhagem tipo Acesso:D84020

 Pseudomonas putida - DSM 291T - Linhagem tipo Acesso:Z76667
 Rhizobium pisi - DSM 30132 - Linhagem tipo Acesso:AY509899
 Rhizobium pisi - C5 Acesso:KJ438829

 Rhizobium rubi - NBRC 13260 Acesso:AB680384
 Rhizobium rubi - LMG 17935 Acesso:AM181759
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Figura 15 - Árvore fenética  com base em sequencias da região 16S rDNA para o 
isolado 125. Previamente identificado como pertencente ao gênero Herbaspirillum 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). A bolinha vermelha destaca o isolado 125.e. 
 
7.2.5 Caracterização bioquímica dos isolados 
 

Sabe-se que a utilização de kits de testes bioquímicos para a identificação de 

isolados microbianos provenientes de amostras ambientais não apresenta grande 

confiabilidade, uma vez que grande parte destes testes somente são adequados 

para a identificação de bactérias patogênicas provenientes de amostras clínicas. No 

entanto, tais testes ainda podem ser utilizados principalmente quando se deseja ter 

conhecimento das características bioquímicas destes organismos que a fim de que 

seja possível aprimorar suas condições de cultivo. Desta forma, no quadro a seguir 

(Quadro 5) são apresentados os resultados obtidos da análise dos isolados 

selecionados após emprego do kit API20NE. As fotos dos testes realizados estão 

apresentadas no item Anexos (Quadros 9 e 10; Figuras 35 a 37). 

 

 Herbaspirillum lusitanum C G AE-2 Acesso:KJ186941
 Herbaspirillum lusitanum (Linhagem Tipo) P6-12 Acesso:AF543312
 Herbaspirillum autotrophicum NBRC 15327 Acesso:AB680836
 Herbaspirillum autotrophicum (Linhagem Tipo) IAM 14942 Acesso:AB074524
 Herbaspirillum rhizosphaerae UMS-40 Acesso:DQ188985
 Herbaspirillum rhizosphaerae (Linhagem Tipo) UMS-37 Acesso:DQ188986

 Herbaspirillum aquaticum IEH 4515 Acesso:FJ267648
 Herbaspirillum aquaticum (Linhagem Tipo) IEH 4430 Acesso:FJ267649
 Herbaspirillum huttiense (Linhagem Tipo) ATCC 14670T Acesso:AB021366

 Isolado 125.e Herbaspirillum sp.
 Herbaspirillum huttiense (Linhagem Tipo) 7-2 Acesso:AB109890

 Ralstonia pickettii (Linhagem Tipo) ATCC 27511 Acesso:AY741342
 Ralstonia pickettii JCM 5969 Acesso:NR 113352
 Ralstonia solanacearum (Linhagem Tipo) LMG 2299 Acesso:EF016361
 Ralstonia solanacearum K60-1 Acesso:NR 044040

 Cupriavidus metallidurans (Linhagem Tipo) DSM2839 Acesso:D87999
 Cupriavidus metallidurans BCHCNZ275 Acesso:GU188940

 Cupriavidus oxalaticus (Linhagem Tipo) DSM 1105 Acesso:AF155567
 Cupriavidus oxalaticus NBRC 13593 Acesso:AB680453

 Rhizobium selenitireducens (Linhagem Tipo) B1 Acesso:EF440185
100

99

99

99

99

100

100

100

91

99

100

71

99

68

0.02



  
  
 

65 

Quadro 5- Testes bioquímicos realizados com o kit API20NE, cultivo em meio com 
Tween 80, cultivo em ágar sangue e coloração Gram. 

 
 

Analisando-se o Quadro 5, pode-se observar que todos os isolados 

apresentaram resultados negativos para produção de indol, de uréase e 

fermentação de glicose, além de serem todos Gram negativos. Todos apresentaram 

resultado positivo para a assimilação de malato. Apenas o isolado 121.b – 
Stenotrophomonas maltophilia, teve resultado positivo para a presença de 

proteases, apresentou a capacidade de realizar hemólise, observada no cultivo em 

ágar sangue e é o único isolado incapaz de assimilar gluconato. O isolado 98.b – 
Pseudomonas putida  foi o único a apresentar resultados positivos para a presença 

de arginina dihidrolase. 
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Inserindo-se os resultados obtidos e apresentados no Quadro 5 na base de 

dados API-WEB, BIOMERIEUX®, foram obtidos os dados a apresentados no Quadro 

6. 

 

Quadro 6 - Resultados de testes bioquímicos das bactérias isoladas de solo, 
sedimento e águas coletados próximo a mina Sossego em Carajás:  kit comercial 
API20NE, precipitação com Tween 80, padrão de hemólise, e coloração Gram. 

Número do 
isolado 

Resultado da análise com API-WEB BIOMERIEUX® 

Microrganismo Perfil  
API WEB Semelhança (%) 

69.a Achromobacter denitrificans 1000447 67,1 

69.b Alcaligenes faecalis 2 10004777 59,3 

74.a Pseudomonas alcaligenes 1000464 42,8 

76.a Ralstonia pickettii 1041455 95,1 

80.a Pseudomonas alcaligenes 1000464 42,8 

90.a Alcaligenes faecalis 2 1000457 67,6 

98.a Pseudomonas alcaligenes 1000464 42,8 

98.b Pseudomonas putida 0140453 99,3 

104.b Pseudomonas alcaligenes 1000464 42,8 

120.e Sphingomonas paucimobilis 0463751 72,9 

121.b Stenotrophomonas maltophilia 1436341 99,9 

125.e Ralstonia pickettii 0045575 88,8 
 
 

Observando-se os resultados apresentados no Quadro 6, pode-se notar que 

apenas três isolados apresentaram valores de semelhança com os dados 

bioquímicos das bactérias da base de dados do “kit” API20NE superiores a 90%. 

Para o isolado 76.a, a semelhança bioquímica do isolado com a bactéria Ralstonia 

pickettii é de 95,1%, e confirma a identidade obtida pelas análises das proteínas de 

superfície com a metodologia MALDI-TOF e  com as análises realizadas na 

sequência da região 16S rRNA. O mesmo ocorre para os isolados 98.b – 
Pseudomonas putida e 121.b – Stenotrophomonas maltophilia, os quais tiveram 

suas identificações obtidas com as técnicas anteriores corroboradas pelos 

resultados bioquímicos. 
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No entanto, deve-se observar que as porcentagens de semelhança obtidas 

para os isolados restantes, os valores obtidos foram inferiores a 90%, não sendo 

possível chegar a conclusões precisas sobre a identidade desses microrganismos. 

Conforme mencionado no item Revisão Bibliográfica, a base de dados dos 

“kits” de testes bioquímicos como o API 20NE não apresenta  grande confiabilidade 

de seus resultados para os isolados de amostras ambientais, assim, ao comparar os 

resultados obtidos (Quadro 5) com os esperados na literatura para isolados 

provenientes de amostras ambientais  (Revisão Bibliográfica, Item 2.4.5, Quadro 2), 

pode-se obter uma comparação das características bioquímicas dos isolados mais 

precisa e desta forma, foi possível concluir que as bactérias isoladas de número: 

• 74.a, 80.a, 98.a e 104.b apresentam alto índice de semelhança 

bioquímica com a bactéria C. metallidurans,  

• 69.a e 90.a apresentam maior semelhança com a bactéria C. 

taiwanensis.  

• 69.b teve seus resultados mais semelhantes a C. oxalaticus.  

• 120.e apresenta grande semelhança bioquímica com a bactéria 

Novosphingobium resinovorum 

• 125.e assemelha-se bioquimicamente à bactéria Herbaspirillum 

huttiense. 

 

 
7.2.6  Identificação dos isolados bacterianos e seleção dos mais promissores  
 

Foi realizada a comparação dos dados resultantes das diferentes 

metodologias de identificação aplicadas. Na maioria dos casos, o isolado bacteriano 

foi identificado como pertencente ao mesmo gênero ou à mesma espécie bacteriana. 

Em cada caso que este fato ocorreu, isto foi interpretado como confirmação da 

identificação do isolado bacteriano. 

Apenas para os isolados 69.a, 69.b, 90.a e 125.e, os resultados da 

identificação bacteriana pela técnica MALDI-TOF,  apresentados na Tabela  4, 

(Resultados e Discussão, item 7.2.1), foram diferentes, a nível de espécie, daqueles 

obtidos nas análises posteriores, o que pode ter ocorrido, especialmente devido à 

base de dados desta metodologia ser composta principalmente com dados 

provenientes de amostras clínicas.  
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Visto que os dados moleculares apresentam bases de dados mais 

consolidadas, as quais já tem sido ampliadas com dados de amostras ambientais, 

foram estes dados, os considerados para a identificação destes microrganismos. 

Diante destes resultados, foi construída a Tabela 5, na qual é apresentada a 

conclusão da identificação dos isolados obtidos.  

 

Tabela 5 – Identificação dos isolados bacterianos 
selecionados. 
ISOLADO' ESPÉCIE'BACTERIANA'PROVÁVEL''
69.a Cupriavidus taiwanensis 
69.b Cupriavidus oxalaticus 
74.a Cupriavidus metallidurans 
76.a Ralstonia pickettii 
80.a Cupriavidus metallidurans 
90.a Cupriavidus taiwanensis 
98.a Cupriavidus metallidurans 
98.b Pseudomonas putida 
104.b Cupriavidus metallidurans 
120.e Novosphingobium resinovorum 
122.b Stenotrophomonas maltophilia 
125.e Herbaspirillum huttiense  
Microrganismos com os quais houve grande 
semelhança entre os resultados do MALDI-TOF e 
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoD; e, 
provas bioquímicas.  

 
 

A identificação destes isolados empregando-se a metodologia utilizada indica 

com certa precisão o gênero desses isolados, e permite grande aproximação da 

espécie dos isolados. Todavia, ainda seriam necessários os sequenciamentos de 

outros genes para a total certeza das espécies às quais pertencem os isolados. 

Os resultados obtidos permitem a constatação que dentre as 12 bactérias 

selecionadas, pelo menos 7 (58,33%) pertencem ao gênero Cupriavidus. Isto sugere 

que em ambientes altamente contaminados com metais pesados, como ocorre nos 

locais onde foram realizadas as coletas deste trabalho (Mina do Sossego da VALE, 

Canaã dos Carajás, Pará) a biodiversidade bacteriana é reduzida. Todavia, os 

nossos resultados são apenas indicativos desta observação, pois a estratégia de 

isolamento e seleção bacteriana empregada foi voltada para a escolha de bactérias 

resistentes a Cu2+, visando emprego futuro em biorremediação. 
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7.3 Caracterização dos isolados bacterianos selecionados 
 

Os doze isolados bacterianos selecionados (Tabela 4) foram submetidos à 

mais estudos, visando a caracterização de cada um quanto ao potencial de 

aplicação em biorremediação e/ou bioacúmulo de cobre. Nesta etapa foram 

analisados: 

1. Determinação mais precisa da capacidade de resistência a íons Cu2+; 

2. Curvas de crescimento; 

3. Capacidade de adsorção dos íons Cu2+. 

 

7.3.1 Avaliação da resistência aos íons de cobre dos isolados selecionados 
 

Os isolados selecionados foram submetidos à avaliação de suas resistências 

a íons de metais tóxicos. Esta análise foi realizada pelo emprego do teste de 

concentração inibitória mínima (MIC). Para a realização deste teste, as bactérias 

isoladas selecionadas foram cultivadas em meio mínimo TSM (Material e Métodos, 

item 6.4), que permite que o metal permaneça biodisponível com concentrações de 

cloreto de cobre (CuCl2) entre 1,5 mM a 15,0 mM.  

A resistência foi constatada pela observação da turvação do meio quando 

este foi comparado ao meio sem inóculo bacteriano (branco). Os resultados obtidos 

estão apresentados na Tabela 6 e no item Anexos podem ser observadas as fotos 

do experimento (Quadros 11 e 12). 

Tabela 6 –Concentração Inibitória Mínima 
(MIC) dos isolados bacterianos frente a 
íons Cu2+. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Isolado MIC'em'mM 
69.a 8,50%mM 
69.b 6,50%mM 
74.a 15,0%mM 
76.a 5,00%mM 
80.a 15,0%mM 
90.a 9,50%mM 
98.a 15,0%mM 
98.b 2,50%mM 

104.b 15,0%mM 
120.e 10,0%mM 
122.b 12,0%mM 
125.e 12,5%mM 
CH34 6,50%mM%
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As concentrações a que as bactérias isoladas resistiram e apresentaram bom 

crescimento são bastante superiores às dos principais microrganismos encontrados 

na literatura (Tabela 1, Introdução, item 2.3). Quatro dos isolados (74.a, 80.a, 98.a e 

104.b), todos neste trabalho previamente identificados como C. metallidurans 

(Tabela 5), apresentaram MIC frente aos íons Cu2+ de 15 mM, mais que o dobro da 

resistência da bactéria mais resistente a estes íons conhecida da literatura, linhagem 

C. metallidurans CH34 (6,0 mM) (MIJNENDONCKX et al., 2013). Para controle de 

nossos experimentos, células de C. metallidurans CH34 foram cultivadas nas 

mesmas condições experimentais utilizadas para determinar o MIC de CuCl2 dos 

isolados de estudo. A concentração mínima inibitória de Cu2+ de células C. 

mettalidurans CH34 obtida foi de 6,5 mM. (Tabela 6).  Assim, entende-se que estes 

isolados são fortes candidatos para serem empregados em testes de 

biorremediação de cobre, e-ou biossorção de cobre e recuperação deste metal. 

 

7.3.2 Curvas de crescimento dos isolados bacterianos selecionados 
 

Uma vez que as bactérias podem ter diversos mecanismos de resistência a 

metais tóxicos, que podem não envolver sua remoção do meio ambiente, como 

ocorre nos processos de adsorção, a resistência a altas concentrações de CuCl2 não 

indica que um microrganismo possa ser aplicado com sucesso para biorremediação, 

sendo necessário avaliar além da resistência a capacidade de remoção do metal 

tóxico de seu ambiente. Para a obtenção de resultados de adsorção mais precisos, 

faz-se necessário o conhecimento do perfil de crescimento dos isolados. 

Para tanto, foram construídas curvas de crescimento para um isolado 

representante de cada um dos gêneros de bactérias obtidos, de acordo com a 

metodologia apresentada em Material e Métodos, item 6.8. Para este estudo foram 

cinco isolados: 

 

• 69.a: Cupriavidus taiwanensis (Figura 16) 

• 76.a: Ralstonia pickettii (Figura 17) 

• 98.b: Pseudomonas putida (Figura 18) 

• 120.e: Novosphingobium resinovorum (Figura 19) 

• 125.e: Herbaspirillum huttiense (Figura 20) 
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As curvas de crescimento permitem avaliações relativas ao tempo necessário 

para emprego de cada um dos isolados em biorremediação e/ou bioacumulo. Ainda, 

os dados obtidos permitiram melhor embasamento para a etapa seguinte do 

trabalho, ou seja, a realização dos ensaios de biosorção de íons Cu2+. A capacidade 

de biosorção de íons Cu2+ de cada um dos isolados bacterianos foi avaliada na fase 

exponencial de seu crescimento. Assim tendo-se em consideração as espécies 

pertencentes ao mesmo gênero, realizou-se uma curva de crescimento para um 

microrganismo de cada gênero. 

Os isolados que produziram maior concentração de células foram 69.a –

Cupriavidus taiwanensis e 120.e. – Novosphingobium resinovorum. 

 

 

 

 

Figura 17 - Curva de crescimento do isolado 76.a, 
identificado como Ralstonia pickettii. 
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Figura 16 - Curva de crescimento do isolado 
69.a, identificado como Cupriavidus taiwanensis. 
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Figura 18 - Curva de crescimento do isolado 98.b, 
identificado como Pseudomonas putida. 

 
 

Figura 19 - Curva de crescimento do isolado 120.e, 
identificado como Novosphingobium resinovorum. 

 
 

Figura 20 - Curva de crescimento do isolado 125.e, 
identificado como Herbaspirillum huttiense. 
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7.4 Produção de Biomassa Bacteriana 
 

Os isolados bacterianos e a bactéria C. metallidurans CH34 (controle) foram 

cultivadas em meio mineral TSM, a 28 oC e 180 rpm (Material e Métodos, item 6.4) e 

após o crescimento por 24 h a massa seca foi determinada por gravimetria (Material 

e Métodos, item 6.9).  

Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Massa seca de isolados bacterianos 
selecionados para ensaios de bioacumulo de Cu2+ 

Bactéria Massa Seca 
(g/L) 

C. metallidurans CH34 (Controle) 3,89 
69.a C. taiwanensis 3,59 
69.b C. oxalaticus 5,38 
74.a C. metallidurans 3,14 
76.a R. Pickettii 4,72 
80.a C. metallidurans 3,56 
90.a C. taiwanensis 4,31 
98.a C. metallidurans 4,50 
98.b P. Putida 1,69 
104.b C. metallidurans 3,12 
120.e N. resinovorum 4,65 
122.b S. Maltophilia 3,61 
125.e H. huttiense 2,25 

 

Os resultados obtidos permitem a constatação de que 5 isolados: 69.b, 76.a, 

90.a, 98.a e 120.e produzem maior que a bactéria controle C. metallidurans CH34. 

Considerando que as condições de cultivo empregadas são as ideais para o 

controle e não para os isolados pode-se concluir que no quesito produção de 

biomassa, os isolados apresentam excelente potencial para aplicação em 

biorremediação ambiental ou bioacumulo de cobre. 
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7.5 Análise da capacidade de adsorção de (verificação de potencial) 
 

Conhecendo-se as condições em que os microrganismos estão em fase 

exponencial de crescimento, foi possível realizar a análise da capacidade de 

biossorção de íons Cu2+ de cada um dos isolados bacterianos (Material e Métodos, 

item 6.10). Para a realização desta análise, faz-se necessário ressaltar que a 

concentração celular para todas as amostras foi a mesma de 1 g de célula/L. Para 

garantir que não houvesse crescimento celular durante este experimento,  células 

foram lavadas com salina a 50% para a remoção de meio de cultivo e somente 

então foram incubadas em água Mili-Q acrescida de cloreto de cobre.  

Os resultados estão apresentados na Tabela 8. 

 

Tabela 8 – Capacidade de adsorção de íons  Cu2+ por 
alguns isolados bacterianos (mg de Cu adsorvido/g 
biomassa seca) 

Amostra Bactéria  2h 24h 
CH34 C. metallidurans  8,54 18,90 
69.a C. taiwanensis  13,12 19,20 
69.b C. oxalaticus  10,04 25,08 
74.a C. metallidurans  6,08 16,97 
76.a R. pickettii  10,17 11,65 
80.a C. metallidurans  8,78 20,72 
90.a C. taiwanensis  11,96 16,91 
98.a C. metallidurans  12,02 13,66 
98.b P. putida  37,98 68,85 
104.b C.metallidurans  8,35 11,54 
120.e N. resinovorum  10,40 14,31 
122.b S. maltophilia  7,13 29,64 
125.e H. huttiense  12,74 16,93 

Obs.: As células bacterianas foram incubadas em solução aquosa 
de 2 mM de CuCl2, pelos intervalos de tempo 2 h e 24 h. Os 
isolados marcados em azul, são aqueles que apresentaram maior 
capacidade de adsorção de íons de cobre. 

 

Ao se observar a Tabela 8, pode-se notar que todos os isolados apresentam 

adsorção do metal, e que em todos os casos um maior tempo de incubação também 

aumentou a quantidade de cobre adsorvida por grama de célula. Comparando os 

dados obtidos de capacidade de absorção de íons  Cu2+ e os descritos na literatura, 

foi observado que muitos isolados apresentam um grande potencial para serem 

empregados no processo de biorremediação (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Capacidade de adsorção de íons  Cu2+ por alguns isolados 
bacterianos (mg de Cu adsorvido/g biomassa seca) obtidos neste 
trabalho e os descritos na literatura.  

Bactéria Cu+2 Sorvido (mg/g 
de biomassa seca) Referência 

Gênero Cupriavidus 
C. metallidurans CH34 16,25 Tunali; Çabuk; Akar (2006) 
C. metallidurans CH34  86,78 Fan; Okayak; Rodrigues, (2014) 
C. metallidurans CH34  18,90 Neste trabalho 
C. taiwanensis 19,0 Chen et al., 2008 
 C. taiwanensis (69.a) 19,20 Neste trabalho 
 C. oxalaticus (69.b) 25,08 Neste trabalho 
 C. metallidurans (74.a) 16,97 Neste trabalho 
 C. metallidurans (104.b) 11,54 Neste trabalho 
 C. metallidurans (80.a) 20,72 Neste trabalho 
 C. taiwanensis (90.a) 16,91 Neste trabalho 
 C. metallidurans (98.a) 13,66 Neste trabalho 

Gênero Pseudomonas 
P. putida (NRRL B-255) 49,50 Uslu; Tanylol (2006) 
Pseudomonas putida 27,6 Chen et al., 2005 
P. aeruginosa 14,12 Langley; Beveridge (1999) 
 P. putida (98.b) 68,85 Neste trabalho 

Gênero Ralstonia 
R pickettii 38 Yang et al., 2010 
 R. pickettii (76.a) 11,65 Neste trabalho 

Gênero Novosphingobium 
 N. resinovorum (120.e) 14,31 Neste trabalho 

Gênero Herbaspirillum 
 H. huttiense (125.e) 16,93 Neste trabalho 

Gênero Stenotrophomonas 
S. maltophilia (122.b) 29,64 Neste trabalho 

 

Os isolados  69.a, 69.b e 80.a do gênero Cupriavidus apresentaram uma 

capacidade de cobre sorvido maior do células de C. mettalidurans CH34 realizadas 

nas mesmas condições experimentais (Tabela 9). Comparando com os valores  de 

absorção de cobre por C. metallidurans CH34 obtidos por Tunali; Çabuk e  Akar 

(2006),  os isolados 69.a, 69.b, 74.a, 80.a, 90.a apresentaram maior capacidade de 

biorremediação por este metal. Além disso, o isolado identificado como C. 

taiwanensis (90.a) apresentou maior acumulo de Cu+2 em coparação ao descrito por 

Chen et al. (2008).  

No trabalho publicado por Fan; Okayak e Rodrigues (2014) células de 

Cupriavidus metallidurans CH34 e Ochrobactrum intermedium Lbr apresentaram os 

maiores valores de absorção de cobre descritos na literatura (Tabela 9). Neste 
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estudo, foi verificado que houve maior acúmulo de Cu+2 na fase logarítmica em 

comparação a fase estacionária de crescimento para ambas as linhagens. Além 

disso, diferentes condições de pH (de 3,0 à 8,0) e temperatura (22 oC, 27 oC, 32 oC, 

37 oC) foram avaliadas com o objetivo de averiguar o maior valor de cobre sorvido 

pela células de C. metallidurans CH34 mantidas em solução salina, a 80 rpm 

durante 400 min (6,6 horas). As condições de pH 7,0 e temperatura de 27 oC 

resultaram maior sorção de cobre para esta linhagem. Por outro lado, para células 

de Ochrobactrum intermedium Lbr, as melhores condições foram de pH 6 a 37 oC 

(Fan; Okayak e Rodrigues 2014). Estes resultados demosntram que para cada 

bacteria, ou, até mesmo linhagem, a condição de cultivo influencia na absorção de 

cobre pelas células. Em nossos experimentos, foi realizado a curva de crescimento 

de cada isolado em meio mineral TSM para delimitar a fase exponencial de 

crescimento de cada microrganismo isolado (Figuras 16, 17, 18, 19 e 20). Após a 

coleta das células dos diferentes isolados nesta fase, as amostras foram 

ressuspensas em solução salina e incubadas com ions de cobre a 28 oC ±1 assim 

como descrito por Fan; Okayak e Rodrigues (2014). Entretanto, o tempo de 

incubação, pH e RPM utilizados em nossos experimentos foram de 2 h e 24 h, pH 

5,0 e 180 RPM diferentes das descritas por Fan; Okayak e Rodrigues (2014) 

contudo, semelhante com a metodologia descrita por Biondo et al. (2012). Vale 

ressaltar que a variação de apenas um parametro nas condições de cultivo torna a 

comparação dos dados de absorção de cobre por biomassa seca (mg/g) 

inadequada.  

Além disso, como comentado anteriormente, que  as condições dos testes de 

bioacúmulo apontados não incluem otimizações de processo, pois as bactérias 

isoladas foram cultivadas em meio ideal para o crescimento de Cupriavidus 

metallidurans CH34 descritas por Biondo et al. (2012),  sem as adequações 

necessárias para cada espécie, como por exemplo, complementações nutricionais e 

ajuste de pH, condições estas que elevariam não apenas ao aumento da produção 

de biomassa, mas que também poderiam acarretar na elevação da adsorção dos 

íons de cobre pelas células. 

Cabe destacar a capacidade de bioacúmulo de cobre do isolado 98.b 

identificado como Pseudomonas putida de 68,78 de Cu+2 Sorvido (mg/g de biomassa 

seca). Este valor é muito elevado em comparaçao aos descritos na literatura para 

este gênero (Tabela 9).  
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O isolado 122.b identificado como Stenotrophomonas maltoplhilia também 

apresentou alta capacidade de biorremiação 29,64 Cu+2 Sorvido (mg/g de biomassa 

seca). Não foi encontrado dados na literatura de sorção de cobre para comparação 

com os dados obtidos. 

Neste trabalho foi padronizado um protocolo para isolar e identificar isolados 

bactérianos com potencial para biorremediação de ambientes contaminados por íons 

cobre a partir de amostras de solo e água coletadas na Mina Sossego localizada em 

Canaã dos Carajás, PA.  Dados de MIC e sorção de cobre pelos isolados obtidos 

demonstraram que muitos deles apresentam grande potencial para aplicação no 

processo de biorremediação. Caso algum dos isolados venha a ser selecionado, 

deve-se ter em mente que as condições de cultivo e os processos a serem utilizados 

deverão ser aprimorados e o valor máximo de adsorção (Qmáx) deverá ser obtido, 

visando a obtenção de melhores resultados.  Outro ponto bastante relevante deste 

trabalho é que estes isolados bacterianos são autóctones, de forma que não iriam 

interferir na biodiversidade do local. 
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8 CONCLUSÕES 
 

Neste trabalho foi possível chegar às seguintes conclusões: 

• A partir de amostras  de solo, sedimento e águas da Mina do Sossego 

da VALE, em Carajás, PA, foi possível o isolamento de bactérias de 

diferentes espécies que apresentam elevada resistência a Cu2+. Foram   

selecionadas 12 bactérias pertencentes a 6 gêneros diferentes, e a 

pelo menos, 8 espécies diferentes; 

 

• Dentre as bactérias selecionadas as mais prevalentes (ou frequentes) 

são do gênero Cupriavidus (40- 50% dos isolados); 

• Dentre as bactérias selecionadas como mais promissoras para os 

estudos de biorremediação foram 12 ao todo, 58,33% do gênero 

Cupriavidus; 

 

• Ao relacionar os dados obtidos pelas diversas técnicas de identificação 

aplicadas, principalmente com a construção das árvores fenéticas foi 

possível obter a identidade de todos os isolados, não apenas a nível de 

gênero, mas também uma aproximação bastante precisa de suas 

espécies; 

 

• Cinco isolados apresentaram produção de biomassa superior à do 

controle positivo, a bactéria Cupriavidus metallidurans CH34, que 

produziu 3,89 g biomassa seca/L de meio de cultura, quando 

cultivados com sob as mesmas condições de temperatura, pH e 

composição do meio: 

1. 69.b (C. oxalaticus)   5,38 g biomassa seca/L 

2. 74.a (C metallidurans) 4,72 g biomassa seca/L 

3. 90.a (C. taiwanensis)  4,31 g biomassa seca/L 

4. 98.a (C. metallidurans) 4,50 g biomassa seca/L 

5. 120.e (N. resinovorum) 4,65 g biomassa seca/L 
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• Vários dos isolados bacterianos apresentaram maior resistência aos 

íons Cu2+ superior à da bactéria controle Cupriavidus metallidurans 

CH34, bactéria padrão de estudos em biorremediação de metais 

pesados (MIC 6,0 mM Cu 2+)  são estes: 

1. 69.a (C. taiwanensis) – 8,5 mM CuCl2 

2. 74.a (C metallidurans) – 15,0 mM CuCl2 

3. 80.a (C. metallidurans) – 15,0 mM CuCl2 

4. 90.a (C. taiwanensis) – 9,5 mM CuCl2 

5. 98.a (C. metallidurans) – 15,0 mM CuCl2 

6. 104.b (C. metallidurans) – 15,0 mM CuCl2 

7. 120.e (N. resinovorum) – 10,0 mM CuCl2 

8. 122.b (S. maltophilia) – 12,0 mM CuCl2 

9. 125.e (H. huttiense) -12,5 mM CuCl2 

 

• Apenas 4/12  dos isolados selecionados apresentaram MIC inferiores a 

9,0 mM de CuCl2; 

 

• Os elevados níveis de resistência aos íons Cu2+ dos isolados são 

indicativos do potencial de emprego para biorremediação de águas, 

solo e sedimentos contaminados com Cu2+. Todavia, temos claro que 

não obrigatoriamente a elevada resistência a Cu2+ significa uma ligação 

direta com elevada capacidade de adsorção destes íons; 

 

• Em 24h, 5 dos 12 isolados, apresentaram valores de adsorção de íons 

de cobre superior aos do controle positivo, a bactéria Cupriavidus 

metallidurans CH34, que, em 24h, apresentou capacidade de adsorção 

de 18,9 mg Cu2+ /mg biomassa seca: 

1. 69.a (C. taiwanensis) – 19,2 mg Cu2+/g biomassa seca 

2. 69.b (C. oxalaticus) – 25,08 mg Cu2+/g biomassa seca  

3. 80.a (C. metallidurans) – 20,72 mg Cu2+/g biomassa seca 

4. 98.b (P. putida) – 68,85 mg Cu2+/g biomassa seca 

5. 122.b (S. maltophilia) – 29,64 mg Cu2+/g biomassa seca 
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• O isolado 98.b, identificado como Pseudomonas putida, apresentou 

adsorção de 68,85 mg de Cu2+/ g de biomassa seca em 24 h de 

exposição, valor este 3,64 vezes superior ao do controle utilizado. Este 

valor é 2,5 vezes superior ao QMáx da Pseudomonas putida encontrado 

na literatura ( 27,6 mg de Cu2+/ g de biomassa seca), mesmo tendo 

sido obtido com o meio padrão do trabalho, ou seja, sem possíveis 

otimizações de cultivo. 

 

• Os diferentes isolados identificados como Cupriavidus metallidurans 

apresentaram diferentes capacidades de adsorção de íons cobre, em 

relação a capacidade da linhagem controle CH 34: 

- Um dos isolados (80.a.), apresentou capacidade superior 

- Três isolados apresentaram capacidade inferior:  74.a, 98.a e 104.b 

A causa de tais diferenças pode ser devido às diferenças entre as 

cepas, como foi possível observar na árvore fenética destes 

microrganismos, a qual mostra que existe uma pequena distância 

gênica entre eles. 
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*De acordo com: 
ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e documentação: referências: 
elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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ANEXOS 
 

Tabela 10 - Detalhamento dos dados da primeira coleta Maio/2012. 

 
 
 
 
 
Tabela 11 - Detalhamento dos dados da segunda coleta Novembro/2012. 
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Tabela 12 - Detalhamento dos dados da terceira coleta Março/2013. 

 
 
 
Tabela 13 - Detalhamento dos dados da quarta coleta Maio/2013. 
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Figura 21 - Resultado e perfil protéico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 69.a 

 
  
 
 
Figura 22 - Resultado e perfil protéico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 69.b 

 
 
 
 
Figura 23 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 74.a 
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Figura 24 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 76.a 

 
 
 
Figura 25 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 80.a 

 
 
 
 
Figura 26 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 90.a 
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Figura 27 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 98.a 

 
 
 
 
Figura 28 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 98.b 

 
 
 
 
Figura 29 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 104.b 
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Figura 30 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 120.e 

 
 
 
 
Figura 31 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 122.b 

 
 
 
 
Figura 32 - Resultado e perfil proteico gerado pela análise de MALDI-TOF da 
amostra 125.e 
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Figura 33 - Árvore fenética com base nas sequências da região 16S rRNA do 
isolado 98.b previamente identificado como pertencente ao gênero Pseudomonas 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). As bolinhas vermelhas destacam os isolados. 
 
 
 
Figura 34 - Árvore fenética com base nas sequências do gene rpoD do isolado 98.b 
previamente identificado como pertencente ao gênero Pseudomonas 

 
Obs.: Dendograma construído empregando-se a metodologia “neighbour-joining”. As 
distâncias foram calculadas pelo modelo de “Jukes-Cantor, sendo que a barra de escala 
indica a distância gênica de 0.005. Foi realizado o teste de robustez “Bootstrap” com 1000 
replicações. O número próximo dos nós indica a porcentagem obtida (apenas aquela acima 
de 60%). As bolinhas vermelhas destacam os isolados. 
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 Pseudomonas monteilii DPA - rpoD ACESSO:KJ676711

 Pseudomonas putida ATCC 17522 - rpoD ACESSO:D86026
 Pseudomonas putida LMG1246 - rpoD ACESSO:HE586437

 Pseudomonas putida W619 - rpoD ACESSO: NC010501
 Isolado 98.b Pseudomonas sp.

 Pseudomonas stutzeri SD93936 - rpoD ACESSO:HE573724
 Pseudomonas stutzeri DSM 50227 - rpoD ACESSO:AM905860

 Agrobacterium vitis LMG 8750T - rpoD ACESSO:FM213148
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Quadro 7 - Imagens das características morfológicas macroscópicas e 
microscópicas dos isolados de 69.a até 90.a. 

 
 
 
 
 
 

ISOLADO

CONCLUSÃO             
(MALDI + 16S + 
Características 
Bioquímicas)

MORFOLOGIA 
MACROSCÓPICA

MORFOLOGIA          
MICROSCÓPICA

69.a Cupriavidus sp

69.b Cupriavidus sp

74.a Cupriavidus sp

76.a Ralstonia pickettii

80.a Cupriavidus sp

90.a Cupriavidus sp
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Quadro 8 - Imagens das características morfológicas macroscópicas e 
microscópicas dos isolados de 98.a até 125.e.  

 
 
 
  

 
 

ISOLADO!

CONCLUSÃO+
(MALDI+++16S++!
Características+
Bioquímicas)!

+

MORFOLOGIA+
MACROSCÓPICA!

+

MORFOLOGIA+
MICROSCÓPICA!

+
+
+
+

98.a Cupriavidus sp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

98.b Pseudomonas sp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

104.b Cupriavidus sp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

120.e Novosphingobium sp 
 
 
 
 
 
 
 
 

121.b Stenotrophomonas 
maltophilia 

 
 
 
 
 
 
 
 

125.e Herbaspirillum 
huttiense 
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Figura 35 – Imagens do crescimento das colônias em meio TSM acrescido de 
Tween 80.  

 
Obs: Foi possível observar a precipitação de Tween 80 apenas para os isolados 69.a, 90.a e 

121.b. 

 

Figura 36 -  Imagens do crescimento dos isolados em meio Ágar Sangue, após 48h 
para verificação de hemólise. 

 
Obs: Foi possível observar a formação de halo proveniente de hemólise apenas para o 
isolado 121.b. 
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Figura 37 - Imagem do crescimento dos isolados em meio Ágar Sangue, após 96h 
para confirmação da formação do halo do isolado 121.b. 

 
 
Quadro 9 - Imagens dos resultados KIT API 20NE para os isolados de 69.a até 90.a. 

  

ISOLADO RESULTADO DO KIT API 20NE

69.a

69.b

74.a

76.a

80.a

90.a
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Quadro 10 - Imagens dos resultados KIT API 20NE para os isolados de 98.a até 
125.e. 

 
 

 

ISOLADO RESULTADO DO KIT API 20NE

98.a

98.b

104.b

120.e

121.b

125.e
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Quadro 11 – Imagens dos resultados do teste de mínima concentração inibitória dos 
isolados 69.a até 90.a. 

 
 

 

ISOLADO

CONCLUSÃO             
(MALDI + 16S + 
Características 
Bioquímicas)

RESULTADO DO TESTE DE MÍNIMA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA

69.a Cupriavidus sp

69.b Cupriavidus sp

74.a Cupriavidus sp

76.a Ralstonia pickettii

80.a Cupriavidus sp

90.a Cupriavidus sp
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Quadro 12 - Imagens dos resultados do teste de mínima concentração inibitória dos 
isolados 98.a até 125.e 

 

ISOLADO

CONCLUSÃO             
(MALDI + 16S + 
Características 
Bioquímicas)

RESULTADO DO TESTE DE MÍNIMA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA

98.a Cupriavidus sp

98.b Pseudomonas sp

104.b Cupriavidus sp

120.e Novosphingobium sp

121.b Stenotrophomonas 
maltophilia

125.e Herbaspirillum 
huttiense


