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RESUMO: Bactérias Diazotréficas promovem o
crescimento vegetal das plantas e podem auxiliar na
fitorremediacdo de solos contaminados. Essas
bactérias se associam preferencialmente com as
poaceas, que a exemplo da Brachiaria decumbens,
podem ser utilizadas na recuperacdo de areas
contaminadas por metais pesados. Este trabalho
teve como objetivo avaliar “in vitro” a resisténcia
intriseca de isolados bacterianos, oriundos de solos
poluidos industrialmente a presenca de altas
concentragbes de metais pesados. Foram utilizados
8 isolados de 45 inoculados em meio liquido JNFb
puro e nas concentragdes 100, 200 e 300 ppm dos
metais chumbo, cobalto e zinco. Em chumbo houve
formacdo de precipitado que desqualifica a
metodologia para esta andlise. As bactérias
demonstraram resisténcia a alta concentragdo de
zinco, com excecao do isolado 17. Os isolados 14,
15, e 19 demonstraram nao resistir a concentragéo
utilizada de cobalto, os isolados restantes foram
bem sucedidos.

Termos de indexacgao: Fitorremediacgao,
Elementos-Trago, Fixagao Biolégica de Nitrogénio.

INTRODUGAO

O chumbo é um metal largamente utilizado
por possuir caracteristicas desejaveis como baixo
ponto de fusdo, alta resisténcia a corrosdo e alta
densidade. E ingrediente de soldas, de tintas,
vernizes, vitrificados, esmaltes e vidros, esta
presente na manufatura de borrachas, baterias,
revestimento da industria automotiva, € utilizado
como antidetonante na gasolina entre outros. A
toxidez por chumbo nos seres humanos ¢é
denominada Saturnismo, que €& uma doencga
ocupacional e de maior risco de vida em criangas e
de grande prejuizo em adultos. A intoxicagdo por
chumbo pode ocorrer por vias aéreas, alimentares
ou cutdneas, sendo mais comum pelas duas
primeiras, principalmente por trabalhadores de
industria que utilizam o metal ou por alimentos e
agua de regides onde estas industrias estao
instaladas. E um metal presente na crosta em

baixas quantidades e que demonstra a necessidade
de reciclagem e de busca de substitutos. (ARAUJO
et al, 1999 e ABREU et al, 1998)

O zinco nao é considerado um metal toxico,
pois atua como fator catalitico, co-catalitico e
estrutural, de modo geral a deficiéncia de zinco
preocupa mais do que o excesso. Porém em areas
industriais € encontrado em quantidades acima do
devido, e pode vir a ser inalado ou ingerido trazendo
prejuizos a saude humana e animal causando desde
nauseas e diarréia a letargia. E utilizado na industria
como aditivo para borrachas e tintas, esta presente
na industria téxtil e de ceramica, na galvanizagéo de
estruturas de aco e na producdo de ligas como o
bronze. (SANTOS e FONSECA, 2012)

O cobalto ainda nao é considerado um metal
téxico no Brasil, mas nos Estado Unidos ja foi
incluido em programas com indicadores biolégicos
no intuito de informar a populagédo de que o cobalto
causa toxidez ocupacional. Pesquisas comprovam
que a exposicdo a concentragdes elevadas o
cobalto pode levar a asma, fibrose e bronquite. E um
elemento essencial presente na vitamina B12.
Utilizado na industria metaldrgica, quimica e de
O0leos e na ceramica como pigmento. (ALVES e
ROSA, 2003)

A ampla utilizagdo destes metais gera
poluicdo do solo, de canais de passagem de agua e
em alguns casos do lengol freatico, as formar
tradicionais de remocao destes compostos sao por
meio de estagdes de tratamento de agua e de
remogdo mecanica de camadas do solo. A
fitorremediacdo € uma alternativa viavel em que a
planta é o agente descontaminante, incorporando
esses compostos em sua estrutura, apresentando
algumas vantagens em relacdo a outras opg¢des, tais
como a incorporagao de forma que o composto nao
seja mais nocivo a saude humana e animal ou
podendo armazena-lo para receber posterior
tratamento. De qualquer forma é economicamente
viavel e ndo acarreta novos danos ao meio ambiente
tratado, tornando-o agricultavel. (PIRES, 2003)

O objetivo deste trabalho foi testar a resisténcia
de bactérias diazotroficas a altas concentragdes de
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Pb, Co e Zn para posterior uso na fitorremediagéo
de areas contaminadas por estes metais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi montado no laboratério de
gramineas da Embrapa agrobiologia. Os 45 isolados
bacterianos, oriundos de solo contaminado com
residuo de industria de cerémica, encontrados
durante o desenvolvimento da tese de mestrado de
Sael Sanchez Elias, estavam estocados em meio
batata com 6leo mineral e foram reativados em meio
liguido dygs. Sua pureza determinada pela
metodologia de Dobereiner et al, (1995) e Baldani et
al, (2014). Dos 45 isolados que formaram pelicula
nos meios JNFb e NFB foram escolhidos oito com
igual velocidade de crescimento, caracteristicas
morfolégicas semelhantes e com afinidade com o
meio JNFb para a realizagcdo do trabalho. Os
isolados de trabalho serdo doravante denominados
10, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19. Esses isolados foram
crescidos em meio Dygs liquido por 96hs a 30°C
sob agitacao de 150rpm, apds crescimento 20uL de
cada isolado foi transferido para meio de cultura
semissolido JNFb incubados a 30°C até formagéo
da pelicula caracteristica. Apdés confirmagao de
formacédo de pelicula caracteristica de bactérias
diazotroficas em meio semissoélido uma alicota de
26,66pL foi inoculada em 8mL de meio liquido JNFb
com os tratamentos de 100, 200 e 300ppm de
chumbo, zinco e cobalto, como controle foi utilizado
o meio livre de metal. Os tubos foram agitados a
150rpm por 4 dias a 30°C no intuito de manter o
inoculado em contado com toda a concentragao do
contaminante. Apds os 4 dias os conteldos dos
tubos foram riscados em placas de petri do mesmo
meio de cultura contendo os metais chumbo, cobalto
e zinco a 20ppm e livre de metal, e o crescimento
bacteriano foi comparado com a origem de cada
tudo apos 4 dias de crescimento em estufa a 30°C.

Caracteristicas morfolégicas foram observadas e
anotadas para separar os isolados em grupos
semelhantes utilizando o programa PAST.exe ver.
2.17c. A similaridade foi calculada pela equacao de
Jaccard em grafico gerado através do pareamento
de grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presencga do chumbo nao foi possivel avaliar a
capacidade de crescimento e resisténcia ao
aumento da concentragdo  porque  houve
precipitagdo do metal no tubo de ensaio nas trés
concentracdes testadas. Em trabalho anterior Valle,
et al. 2014 verificou que em 50ppm de chumbo nao
ocorre precipitacdo, ficando determinado que a
mesma acontece entre 50 e 100ppm neste meio,
liguido ou semissélido. BOSSO et al, (2008)
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descreve diversos ensaios para a determinagéo da
(Bio)disponibilidade do Pb, e demonstra a
dificuldade de realizar anadlises eficientes e diretas
uma vez que este metal pode formar diversos
compostos menos soluveis ja que possui afinidade
quimica com diversos atomos abundantes tanto na
natureza quanto nos meios utilizados para o
crescimento microbiano “in vitro”. Ficando aqui a
necessidade de aprofundar o estudo sobre as
possiveis interagdes do Pb com o meio utilizado.

Na presenga de zinco apenas o isolado 17 nao
cresceu, determinando desta forma capacidade de
crescimento dos outros isolados nas concentragcbes
observadas. O aumento da concentragdo do metal
torna o crescimento bacteriano mais lento, através
da comparagédo dos tubos de ensaio com mesmo
tempo de crescimento, que apresentaram maior
alteragdo do pH quanto menor era a concentragao
do metal. Dado de extrema importancia
considerando que em trabalhos como o de DIAS-
JUNIOR et al, (1998) nao foi verificada a presenca
de bactérias diazotroficas em solos contaminados
pela mineracdo de zinco, mas a presenga dessas
bactérias foi confirmada pelo autor em areas
préoximas a regiao degradada. Como dito por SILVA
et al, (2007), a possibilidade de fitorremediar um
ambiente degradado depende de restaurar a
biodiversidade do sistemas solo planta.

Na presenca do cobalto ndo houve crescimento
dos isolados 14, 15 e 19. Os isolados restantes
tiveram seu crescimento comprovado em placa,
uma vez que no tubo de ensaio ndo houve alteragao
do pH. Nas placas foi possivel observar o mesmo
evento que ocorreu na presenga do zinco, uma
redugcdo do numero de células viaveis a medida que
a concentragcao do metal aumenta.

A caracterizagdo morfolégica separou os isolados
em dois grupos principais pela caracteristica de
resisténcia ao metal cobalto. Na figura1l é possivel
ver que o grupo dos isolados ndo resistentes ao
cobalto sdo separados entre si por cor, uma vez que
o isolado 19 apresentou cor creme/amarelo e os
isolados 14 e 15 colbnias de borda branca com
centro azul/verde. O segundo grupo foi dividido em
dois, onde o isolado 16 se destacou dos restantes
pelo elevado numero de colénias formadas em
placa, 70. O isolado 17 se difere por n&o crescer em
meio contaminado por zinco. O isolado 18 se
diferencia dos isolados 10 e 13 pelo numero de
colénias crescidas em placa, sendo 30 para o
isolado 18, 54 para o isolado 10 e 50 para o isolado
13.

CONCLUSOES

Em solos contaminados com os trés metais os
isolados 10, 13, 16 e 18 sdo os mais promissores a
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serem estudados, pois apresentam  maior
resisténcia.

O isolado 17 nado deve ser utilizados na
fitorremediagdo de solos contaminados por zinco.

E os isolados 14, 15 e 19 ndo sdo promissores
para solos que contenham altas concentragbes de
cobalto.

A resisténcia e capacidade de crescimento de
bactérias diazotréficas em chumbo deve ser testada
com outra metologia.
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Figura 1: Arvore dos isolados agrupados por similaridade morfolégica pela equagdo de Jaccard.
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Tabela 1: Crescimento em placa de petri dos oito isolados avaliados.
Isolado Puro Pb100 Pb200 Pb300 Zn100 Zn200 Zn300 Col00 Co200 Co300

10 S S S S S S S S S S
13 S S S S S S S S s s
14 S S S S S S S n n n
15 S S S S S S S n n n
16 S S S S S S S S S S
17 S S S S n n n S S S
18 S S S S S S S S S S
19 S S S S S S S n n n
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