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Resumo

O acumulo de elementos potencialmente toxicos (EPTs), como o crdmio hexavalente, Cr(VI1), no ambiente é
considerado um problema grave na atualidade, pois alguns destes EPTs, mesmo em baixissimas concentrages,
sdo toxicos para 0s seres vivos. Neste cenario, a bioacumulagdo, um processo no qual organismos vivos séo
empregados para remover EPTs do ambiente, pode ser usada para a remog¢éo de Cr(V1) de efluentes industriais.
Comparada a processos convencionais de tratamento, demanda menos energia, é ambientalmente mais
amigavel e mais econdmica. Para tal finalidade, as rizobactérias se apresentam como opg¢do promissora, pois
possuem alta capacidade metabdlica, se adaptam em diversos ambientes e produzem exopolissacarideos
(EPSs). Tendo em vista o exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a tolerancia do isolado de
Ensifer meliloti LBMP-C02 ao Cr(VI) e obter as curvas de crescimento deste isolado em meio de cultivo
contendo este EPT. Para tanto, foram determinadas a concentragdo minima inibitoria (CMI) do Cr(VI) para o
isolado em questdo e as curvas de crescimento bacteriano em meio de cultivo YMA modificado na presenca e
na auséncia de Cr(VI). O isolado demonstrou comportamento semelhante ao controle na presenca de 2,6; 5,2 e
10,4 mg Cr(V1) L't. A CMI do Cr(VI) foi 15,6 mg Cr(VI) L. Estes resultados sinalizam que isolado de Ensifer
meliloti LBMP-C02 tem potencial para a bioacumulagéo de Cr(V1).

Palavras-chave: Elemento potencialmente toxico; Metal pesado; Bioacumulagéo; Rizobactéria.

1Graduanda em Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Departamento de Tecnologia, bianca.h.gabriel@unesp.br.

2Doutoranda em Microbiologia Agropecuéria, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Departamento de Tecnologia, daianesb.ufla@gmail.com.

3Graduanda em Engenharia Agronémica, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (FCAV), Departamento de Tecnologia, alince.laura@unesp.br.

4Prof2, Titular, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Departamento de Tecnologia, eliana.lemos@unesp.br.

SProfe. Dr2., Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Departamento de Tecnologia, Im.saran@unesp.br.


mailto:alince.laura@unesp.br

( '\\\ 18° Congresso Nacional de

/ MEIO AMBIENTE Justica climatica

Pocos de Calda
— - ; no Antropoceno
21, 22 e 23 DE SETEMBRO ISSN on-line N° 2317-9686-V.13 N.1 2021
100% On-line ‘

INTRODUCAO

O aumento da concentragdo do créomio (Cr) no ambiente estd associado
principalmente ao despejo de efluentes de inddstrias metaltrgicas, quimicas e de
refratarios. O Cr lancado no ambiente, oriundo de atividades antropicas, ocorre
principalmente na forma hexavalente, Cr(VI) (TCHOUNWOU et al., 2012).

A remocdo de EPTs, como o Cr(VI), de solugdes aquosas, empregando-se
organismos vivos (plantas, fungos e bactérias) € conhecida como bioacumulacdo. Este
processo, comparado a processos convencionais comumente usados para a remocao de
EPTs, mostra-se ambientalmente mais amigavel e mais vantajoso do ponto de vista
econdbmico (ABDOLALI et al, 2014). H& relatos na literatura da
biossorcdo/bioacumulacdo de EPTs, dentre os quais Cr(VI) e Cr(lll), por diversos
microrganismos (ALAM; AHMAD, 2011; RAAMAN et al., 2012; XIE et al., 2013;
MORETTO, 2014).

Dentro deste contexto, o emprego de rizobactérias se mostra uma alternativa
interessante, pois ndo sdo patogénicas, ndo geram metabolitos secundarios causadores de
danos a saude humana e a outros organismos, além de produzirem EPSs. Os EPSs
promovem protecdo natural as células, dificultando a acdo toxica de EPTs durante o
processo de bioacumula¢do (MORETTO et al., 2014).

Considerando o exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a tolerancia do
isolado de Ensifer meliloti LBMP-C02 ao Cr(VI) e determinar as suas curvas de
crescimento celular em meio de cultivo acrescido de Cr(VI), visando a aplicacdo futura do

isolado como bioacumulador de Cr(VI) em processos de biorremediacao.

M ETODOLOGIA

O isolado empregado neste estudo pertence a ordem Rhizobiales, foi classificado
em nivel de espécie como Ensifer meliloti LBMP-C02e pertence a colecdo de culturas do
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), da Faculadade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV — UNESP, campus de Jaboticabal. O crescimento

do microrganismo foi realizado em meio de cultivo YMA modificado, composto de
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MgSQ4-7H,0 0,2 g L, NaCl 0,1 g L%; extrato de levedura 0,4 g L™t e manitol 10,0 g L,
preparado pela dissolucdo destes reagentes em agua deionizada, sendo o pH da solucéo
resultante ajustado para 6,8. O meio de cultivo foi autoclavado a 121 °C e 1 atm, durante
20 min.

Para a determinagdo da CMI do Cr(VI) para o isolado de Ensifer meliloti
LBMP-C02, foi usada solucdo padrdo estoque de K»Cr.07 0,05 mol L, como fonte de
Cr(VI), autoclavada a 121 °C e 1 atm, durante 20 min. O isolado foi incubado em
erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL do meio de cultivo liquido sem Cr(VI), a 30 °C
e 150 rpm, por 48 h. Uma aliquota da cultura (10 uL) foi inoculada em placas de Petri
contendo meio sélido enriquecido com as seguintes concentracdes de Cr(VI): 2,6; 5,2;
10,4; 15,6; 20,8; 26,0; 31,2; 36,4; 83,2; 125; 260 e 520 mg Cr(V1) L. Como controle foi
usado meio de cultivo sem adicdo de Cr(VI). As placas foram incubadas a 30 °C por 5
dias até que o crescimento fosse observado. A CMI foi determinada como a menor
concentracdo de Cr(VI) que inibiu completamente o crescimento do isolado bacteriano na
placa de Petri.

Para a obtencdo das curvas de crescimento celular, a bactéria foi inoculada em
100 mL de meio de cultivo liquido previamente enriquecido com 2,6; 5,2; 10,4; 15,6 e
20,8 mg Cr (V1) L, a uma densidade 6tica em 600 nm (DOgoo) de 0,1. Como controle foi
utilizado meio liquido sem adicdo de Cr(VI). Todos os frascos foram incubados em
shaker horizontal a 150 rpm e 30 °C. As amostras foram coletadas em intervalos de 24 h
por um periodo de 96 h, submetidas a diluicGes seriadas e inoculadas em meio YMA
solido sem Cr(VI), pela técnica de plagueamento em superficie. As placas foram
incubadas em BOD a 30 °C por 48 h e o crescimento foi determinado pela contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC). Para todos os ensaios foram realizadas trés

repeticdes.

RESULTADOS E DlscussAo

O isolado demonstrou comportamento semelhante ao controle na presenca de 2,6;
5,2 € 10,4 mg Cr(VI) L*t. Em meio de cultivo contendo 15,6 mg Cr(VI) L™ o crescimento

do isolado de Ensifer meliloti LBMP-CO02 foi inibido, sinalizando que este microrganismo
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é sensivel a concentragBes superiores a 10,4 mg Cr(VI) L. Para este isolado, cultivado
em meio YMA modificado, a CMI do Cr(VI) foi 15,6 mg Cr(VI) L.

Na curva de crescimento controle é possivel observar as quatro fases de crescimento

\¥a

do isolado (lag, log, estacionaria e de declinio) bem definidas, o que ndo ocorre quando o
microrganismo é exposto a diferentes concentragdes de Cr(VI) (Figura 1). Quando uma
bactéria é inoculada em meio de cultivo contendo EPTs, suas células sdo danificadas
devido a toxicidade do EPT e o microrganismo direciona sua energia para reparar 0S
danos celulares e adaptar sua via enzimatica a esta nova condi¢do (ABBAS et al., 2014).
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Figura 1. Curvas de crescimento do isolado de Ensifer meliloti LBMP-C02 em meio YMA
modificado, sem Cr(VI) (controle) e na presenca de 2,6; 5,2; 10,4 e 15,6 mg Cr(VI) L™

Para as concentragdes 2,6 e 5,2 mg Cr(V1) L™ observa-se uma fase de laténcia com
maior duragdo (Figura 1), que pode ser resultado do desenvolvimento de mecanismos de
sobrevivéncia eficazes em resposta as concentracfes de Cr(VI) no meio de cultivo. Tais
mecanismos podem ser bioquimicos, fisioldgicos ou genéticos e interferem na especiacdo
e na mobilidade do ion metalico (BENGHAIT, 2019).

CONCLUSC)ES

Conclui-se que para o isolado de Ensifer meliloti LBMP-CO02, cultivado em meio
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YMA modificado, a CMI do Cr(V1) é 15,6 mg Cr(V1) L e o isolado é capaz de crescer
na presenca de até 10,4 mg de Cr(VI) L. Tais resultados sinalizam que o isolado tem

potencial para a bioacumulagédo do Cr(VI).
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