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RESUMO

A biorremediacdo é uma técnica inovadora para a remog¢ao e recuperacao de
areas contaminadas, envolvendo o uso de microrganismos para reduzir ou
recuperar poluentes como 0s metais pesados, os transformando em formas
menos perigosas. O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade
bioacumulacdo dos metais pesados chumbo, cobre e caddmio pela bactéria
Bacillus subtilis em amostras de agua. Para tanto, foi realizado o isolamento do
B. subtilis utilizando uma placa com meio de cultivo Tryptone Soy Broth (TSB
agar). E a partir de uma colonia isolada foi iniciado o pré-cultivo do processo,
utilizando erlemeyers de 250mL contendo 50 mL de TSB, submetidos a agitacéo
a 35°C, 150 rpm por 24h. Para as analises de bioacumulg&o solu¢gbes matrizes
iniciais de chumbo a 500 ppm, o cobre e cadmio a 100 ppm, foram preparados.
Inicialmente, foi delineada a curva de crescimento do Bacillus subitlis em TSB1oo,
e TSBaz3z (diluido em 33% da concentracdo padrdo) para comparar com as
analises de crescimento da bactéria em agua contendo os metais. Todas as
solucdes foram colocadas em agitacéo a 150 rpm, 35 °C por periodos de de 1h
a 144h. Em cada tempo de cultivo, amostras foram retiradas para analise de
crescimento das bactérias por Sistema de Filtracdo Sterifil com membranas de
0,22 um. A analise dos metais pesados ocorreu por Fluorescéncia de raios- X,
ICP/MS e MEV. Os resultados demonstraram que o B. subtilis apresentou
resisténcia ao chumbo, cadmio e cobre em agua, mesmo em altas
concentracgdes foi capaz de bioacumular os metais, mostrando uma eficiéncia de
remocao em agua de 99,5% para o chumbo; 86% para o cobre e 72,5% para o
cadmio. Conclui-se que o sistema utilizando bactérias do tipo Bacilos pode ser
eficiente em bioacumular metais pesados de solucbes aquosas, e pode ser
empregada como um tratamento econdmico para a biorremediacéo de efluentes
industriais e areas contaminadas com metais pesados. No entanto, ainda se faz
necessario um entendimento maior da etapa de otimizacdo da implementacao

em areas contaminadas.

Palavras-chave: Bactérias. Bioacumulacdo. Biorremediacdo. Metais Pesados.



ABSTRACT

Bioremediation is an innovative technique for the removal and recovery of
contaminated areas, involving the utilization of microorganisms to reduce or
recover pollutants such as heavy metals, transforming them into less dangerous
forms or bioaccumulating them. The aim of this study was to evaluate the capacity
of bioaccumulation of the heavy metals such as lead, copper and cadmium by
Bacillus subtilis in water. For this reason, B. subtilis was isolated using a Petri
plate with Tryptone Soy Broth (TSB agar) culture medium. The pre-culture was
started from a one colony, using 250mL erlemeyers containing 50 mL of TSB,
developed at 35 °C, 150 rpm for 24h. For bioaccumulation analyzes, initial matrix
solutions of lead at 500 ppm, copper and cadmium at 100 ppm were prepared.
Initially, the growth curve of B. subitlis was outlined in TSB1oo, and TSBz3 (diluted
in 33% of the standard concentration) to compare with the growth analysis of the
bacteria in water containing the metals. All solutions were placed in preparation
at 150 rpm, 35 ° C for periods of 1h to 144h. At each cultivation time, they are
removed for analysis of bacterial growth by the Sterifil Filtration System with 0.22
pm membranes. An analysis of heavy metals by X-ray fluorescence, ICP / MS
and SEM. The results showed B. subtilis resistance to lead, cadmium and copper
in water, even at high levels, and its was able to bioaccumulate the metals,
showing a water removal efficiency of 99.5% for lead; 86% for copper and 72.5%
for cadmium. It is concluded that the system using Bacillus type bacteria can be
efficient in bioaccumulating heavy metals in aqueous solutions, and can be used
as an economic treatment for the bioremediation of industrial effluents and areas
contaminated with heavy metals. However, to optimize the implementation in
contaminated areas it will need more studies about it.

Key-words: Bacteria. Bioaccumulation. Bioremediation. Heavy metals
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1 JUSTIFICATIVA

As atividades humanas aumentaram as emissdes de metais pesados no
meio ambiente. A poluicdo por metais pesados representa uma grande ameaca
para os ecossistemas devido aos seus efeitos toxicos. Esses elementos, mesmo
com baixas concentracdes, sdo muito reativos e podem provocar uma série de
distarbios metabdlicos nos organismos, tais como infertilidade, baixa nas
defesas imunoldgicas, diminui¢cdo do crescimento e patologias que podem levar
a morte dos individuos (KARRI, et al., 2018).

O crescente aumento das contaminacdes por metais pesados no meio
ambiente tem sido acompanhado pela preocupacéo com a disseminacao desses
elementos aos ecossistemas e a saude humana (SILVA; FUGIL; MARINI, 2015).

A disponibilidade de metais pesados no solo vem sendo associada a
aplicacdo de corretivos e adubos agricolas, utilizacdo de agua de irrigacéo
contaminada ou de produtos como lodo de esgoto, compostos de lixo urbano e
residuos diversos de industria ou mineracdo. Esses elementos quando
depositados na camada agricultavel do solo ficam disponiveis na solucdo e
prontamente disponiveis para as plantas, tornando-se fonte de contaminacéo
para toda a cadeia trofica (FREITAS et al., 2020; VENEGAS et al., 2015).

Dentre os principais metais poluentes, 0s que merecem maior
preocupacao sdo o Arsénio (As), Boro (B), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Mercurio
(Hg), Molibdénio (Mo), Niquel (Ni), Chumbo (Pb), Selénio (Se), Crémio (Cr) e
Zinco (Zn). Alguns desses elementos sdo essenciais para plantas, mas em
excesso podem se tornar prejudicial o seu desenvolvimento e afetar a saude dos
animais e do homem. Vale destacar que o mercurio, o cAdmio, o cromo, arsénio,
cobre e o chumbo, estdo entre 0s mais perigosos, causando grandes problemas
para o meio ambiente e para a saude humana (PAZ- FERREIRO et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2019).

Diante desse cenario é possivel encontrar alternativas para tentar
minimizar os problemas ambientais causados por metais pesados utilizando
processos de biorremediagdo. Os processos de biorremediacao utilizam

organismos Vivos e suas enzimas na biodegradacdo de compostos toxicos,
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visando a sua erradicacao, reducao ou transformacdo em substancias menos
toxicas (LEONEL et al., 2018).

Por esta razdo o principal objetivo desse trabalho foi utilizar um
microrganismo para biossorcao dos metais pesados em amostras de agua. Para
tanto, a dissertacdo transcorrerd sobre alguns conceitos fundamentais,
descricdo dos materiais utilizados e das metodologias aplicadas nos ensaios
realizados, incluindo os procedimentos seguidos, resultados obtidos nos

ensaios, seguido pela discusséo, e conclusodes.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de bioacumulagdo dos metais chumbo, cobre e

cadmio pela bactéria Bacillus subtilis em amostras de agua.

2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento do Bacillus subtilis em meio de cultivo
padréo;

e Avaliar o comportamento do Bacillus subtilis em amostras com
chumbo, cadmio e cobre em agua e utilizando substrato;

e Analisar a eficiéncia da remocdo e biacumulacdo do Bacillus
subtilis em amostras de agua contaminadas com chumbo, cobre e

cadmio.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Metais pesados e seus efeitos no meio ambiente

Os metais pesados sdo elementos quimicos metélicos, de peso atdémico
relativamente alto, que em concentracdes elevadas sdo muito toxicos a vida. Sao
elementos ndo biodegradaveis e apresentam, geralmente, mais de um estado
de oxidacao. Esses diferentes estados de oxidacdo determinam sua mobilidade,
biodisponibilidade e toxicidade, sendo introduzidos nas aguas e no solo atravées
das atividades industriais, causando grandes contaminagdes, diminuindo
significativamente a permanéncia desses metais nos minérios, bem como a
producédo de novos compostos, além de alterar a distribuicdo desses elementos
no planeta (GONCAVES JR et al., 2014).

O ciclo natural dos metais pesados envolve as aguas dos recursos
hidricos. Esses contaminantes fazem parte dos sedimentos nos corpos d’agua,
produzindo um aumento progressivo de suas concentragcdes no tempo e
posterior bioacumulacéo, ou seja, podem ser acumulados no organismo dos
seres vivos. Seus efeitos negativos podem ser assimilados no fitoplancton e
incorporados na cadeia alimentar, levando a graves alteracdes ecoldgicas e
biologicas (NUNES; JESUS, 2019).

Os metais pesados sdo encontrados deforma soluvel no solo, onde séao
facilmente absorvidos pelas plantas, aumentando o risco de entrarem na cadeia
trofica, e também podem ser lixiviados pelo perfil do solo, oferecendo risco de
poluicdo para as aguas (SILVA, 2015; SANTOS et al., 2016).

Os metais tém grande afinidade com sedimentos finos e suas
concentragbes sdo controladas por processos que regem o transporte e
deposicao dos sedimentos. Um dos mais importantes fatores que influenciam a
capacidade de adsor¢cédo dos metais contaminantes nas particulas inorganicas é
a dimensao da particula, pois a fracdo fina € eletricamente ativa e possui uma
grande superficie especifica para adsorver os metais (MARX; KAMBER, 2014).

Nesse estudo sera feita uma breve revisdo bibliografica sobre os metais
pesados chumbo, cobre e cadmio, abordando as principais utilidades, funcdes e

efeitos no meio ambiente e na salude humana.
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3.2 Chumbo, Cobre e Cadmio

O chumbo € um metal abundante na crosta terrestre amplamente
distribuido e pode ocorre devido a emissdes vulcanicas, “intemperismo” das
rochas ou da litosfera e emiss6es maritimas. Em razdo de numerosas utilizacdes
em processos industriais, o chumbo representa um dos contaminantes mais
comuns no ambiente, porém este metal ndo desempenha nenhuma funcao
fisiolégica conhecida no organismo de animais e humanos e é um metal toxico
considerado nédo-essencial e acumulativo (CONSALTER, et al., 2019).

O chumbo é utilizado em grande escala na fabricacdo de baterias de
chumbo, de soldas, muni¢des, pigmentos e ligas metélicas. Durante muito tempo
tem se empregado o chumbo como manta protetora para blindagem de radiacao
em equipamento de raios-X e reatores nucleares (SANTOS; MONTEIRO;
MAINIER, 2015).

Em geral, sua origem na agua e no solo vem da poluicao por efluentes
industriais ou por mineracdo. Existem duas classes de compostos de chumbo:
0s inorganicos, que sdo os formados por sais e Oxidos de chumbo, e os
organicos que sao os chumbo tetraetila e o chumbo tetrametila. Uma vez
absorvidos, todos os compostos inorganicos atuam no organismo da mesma
forma. Os compostos organicos séo lipossoluveis e podem ser absorvidos pela
pele e por via respiratoria. Por serem lipossoluveis havera um predominio dos
transtornos nervosos. A absor¢cdo do chumbo pelo corpo humano é lenta e
depende ndo s6 da dose como também de fatores como a idade do individuo,
condicBes fisiolégicas e nutricionais e possivelmente fatores genéticos
(TORRES, 2011).

Os adultos podem absorver até 10% do que foi ingerido, e em criancas a
taxa de absorcao pode chegar a 50%. Distribui-se facil e rapidamente por todos
os tecidos, além de passar a barreira encefalica e a placentaria, sendo secretado
no leite materno. A meia vida de eliminacdo de chumbo do organismo no sangue
€ de 25 a 30 dias em adultos, em criancas sob exposicdo ambiental a baixas
doses € de 10 a 12 meses, em tecidos moles em geral 60 dias, nos 0ssos,
trabecular de 90 a 120 dias e cortical de 25 a 30 anos (CAPITANI, 2009).
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Apos absorvido, o chumbo nédo é distribuido de forma homogénea no
organismo. No sangue o chumbo circulante esta quase sempre associado aos
eritrocitos, sendo em seguida distribuido aos tecidos moles (maiores
concentracdes no figado e rins) e aos minerais (0ssos e dentes). Os 0SS0S sao
principais compartimentos onde o metal se armazena, cerca de 90% do chumbo
encontrado no organismo esta depositado nos ossos sob a forma de trifosfato
(COUTINHO, 2017).

A presenca do chumbo no corpo humano pode ser prejudicial a saude,
mesmo em exposi¢cdes pequenas. A toxidez aguda do chumbo é caracterizada
por queimaduras na boca, sede intensa, inflamacdo do trato intestinal,
ocasionando diarreias e vomitos, dores abdominais diversas, confusdo mental,
disturbios visuais, anemia e convulsdes. Substitui o Calcio afetando, dessa
forma, toda a formacéo 6ssea, provocando a queda dos dentes e osteoporose
(MOREIRA; MOREIRA, 2004).

O cobre € um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, mas quando em excesso, afeta a dinamica no sistema solo-planta
e suas interacbes em elevadas concentracées no solo e, por conseguinte, nas
células vegetais, passa a ter efeito toxico, inibindo o crescimento e
desenvolvimento das plantas (LI et al., 2014). E um micronutriente essencial para
o correto funcionamento do organismo, atuando como cofator em diferentes
processos bioldgicos corporais, incluindo a respiracdo mitocondrial, a maturacao
do colageno, a sintese de melanina, a defesa antioxidante, o metabolismo do
ferro, a biossintese de neurotransmissores, entre outros (ZORTEA et al., 2016).

O cobre é utilizado como condutor para circuitos elétricos e eletrénicos,
em bobinas e comutadores de motores elétricos, em interruptores elétricos,
tubulacbes, aquecedores, na construcdo civil, plantas de processamento
guimico e farmacéutico, em catalisadores, trocadores de calor industriais e
automotivos e produtos domeésticos, incluindo utensilios de cozinha (SILVA et
al., 2020).

A ingestdo de cobre pode causar dor de cabeca, nauseas, tonturas,
vomitos e diarreia, taquicardia, dificuldade respiratoria, anemia hemolitica,

hematuaria, hemorragia aguda digestiva, insuficiéncia hepatica e renal, e morte.
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A exposicdo cutanea pode induzir respostas alérgicas em pessoas sensiveis
(NOVAES, et al., 2018).

Ja& o cadmio é encontrado naturalmente na crosta terrestre em associacao
com varios metais. Assim, pode ser extraido como produto secundério durante
0 processamento de zinco, chumbo ou cobre. Os compostos de cadmio
presentes no ambiente sdo encontrados simultaneamente através de dois
processos, sendo o primeiro por fontes naturais que incluem atividade vulcanica,
intemperismo de rochas, incéndios florestais e mobilizacao de solos. O segundo
processo acontece por meio de atividades antropicas como derivados de
baterias, pigmentos, estabilizadores plasticos, pesticidas e fertilizantes,
processamento de borracha, processo de galvanizacdo, combustdo fossil e
incineracao de residuos (Angelis et al., 2017).

A exposicdo em humanos por cadmio pode ocorrer atraves da
alimentacdo, da ingestdo de agua contaminada, por inalacdo e tabagismo. O
cadmio tem uma meia-vida biolégica relativamente longa de 20 anos e em doses
agudas pode afetar os rins, figado, testiculos e intestino. A ingestdo, pode
ocasionar sérios problemas de saude como a doenga conhecida como “ltai-Itai”,
gue tem como principais sintomas fortes dores nos 0ssos e frequentes fraturas.
A longo prazo, a exposicdo ocupacional ao cadmio causa efeitos crénicos
graves, como alteracdes pulmonares caracterizadas principalmente por doenca
pulmonar obstrutiva cronica, enfisema, além de distlrbios crénicos dos tubulos
renais (ROCHA, 2016; FRANCO; MUNOZ; GARCIA, 2016).

O cadmio atinge o organismo da maioria dos animais e chega a corrente
sanguinea se ligando a albumina, sendo entdo transportado até o figado, onde
induz a sintese de metalotioneina. O cadmio € um elemento com capacidade
biocumulativa que pode competir com elementos essenciais, além de causar
diversas alteracbes no organismo, como desregulacdo hormonal, estresse
oxidativo e apoptose. No sistema reprodutor masculino, o cadmio pode
prejudicar o funcionamento normal do sistema, gerando menor capacidade
reprodutiva (NAN et al., 2017).
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3.3 Normas, padrdes e regulamentacfdes dos metais pesados no meio

ambiente

Devido ao potencial téxico dos metais pesados, existem legislacbes
especificas para o controle e 0 monitoramento da qualidade das aguas residuais
gue sédo depositadas em corpos hidricos dulcicolas, salobres e 31 marinhos. No
Brasil, observa-se a atuacdo da Resolucdo n°® 430, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (BRASIL, 2011), que determina limites permitidos de
concentracdo de compostos quimicos inorganicos e organicos contidos em
efluentes e aguas residuais, para que estes sejam depositados em ambientes
naturais sem ocasionar prejuizos na comunidade biologica, nem alteracbes
fisicas e quimicas significativas na qualidade de agua.

Ja aresolucéo, n° 420 de 28 de dezembro de 2009, do Conselho Nacional
do Meio Ambiente — CONAMA dispde sobre critérios e valores orientadores de
gualidade (VRQ) do solo quanto a presenca de substancias quimicas e
estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas contaminadas
por essas substancias em decorréncia de atividades antropicas.

No ambito do Estado de S&o Paulo, o Decreto Estadual n°59.263/2013,
gue regulamenta a Lei n® 13.577/2009, para disciplina de protecéo da qualidade
do solo contra alteracBes nocivas por contaminacao, e estabelece as condicdes
gue deverdo ser observadas no monitoramento preventivo das areas com
potencial de contaminacdo (AP) onde ocorre o lancamento de efluentes ou
residuos no solo como parte de sistemas de tratamento ou disposicao final.

Os valores de concentra¢des consideradas seguras para saude humana
de cadmio, cobre e chumbo, orientados para solos e aguas subterraneas, agua
potavel e padrdes para lancamento de efluentes podem ser observados no
Quadro 1.
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Quadro 1. Concentracdes consideradas seguras para saude humana em solos e aguas

Chumbo Cadmio Cobre

Solos e dguas subterraneas CONAMA 420/2009
72mgKg™|1,3mgKg™| 60 mgKg™

Langcamento de efluentes 0,5 mg/L 0,2 mg/L 1,0mg/L CONAMA 430/2011

Padrbes em dgua potavel | 10pglL? S5puglL™® [2.000pug Lt | PORTARIA 2.914/2011

Fonte: Adaptado de CETESB.

4 BIORREMEDIACAO DE METAIS PESADOS POR BACTERIAS

A busca por alternativas viaveis para conter a poluicdo vem crescendo e
0 estabelecimento de leis internacionais que regulam a questdao do
gerenciamento ambiental, aliado a pressao por parte de governos e opinido
publica, faz com que grandes esforcos venham sendo dedicados ao
desenvolvimento de tecnologias mais limpas para o tratamento de residuos e a
remediacdo de ambientes contaminados. Uma alternativa eficaz para degradar
contaminantes toxicos do solo e da agua é o processo biologico de
biorremediacdo (FRANCISCO; QUEIROZ, 2018).

A biorremediacédo pode ser definida como um processo de tratamento que
utiliza o metabolismo de microrganismos para remocao de poluentes toxicos,
com o objetivo de reduzir sua concentracdo a niveis aceitaveis, transformando-
0S em compostos menos toxicos. Essa técnica é bastante promissora, pois visa
a minimizacao dos impactos antropicos e a reestruturacdo dos habitats naturais.
Essa tecnologia oferece uma maior seguranca, uma menor perturbacéo ao meio
ambiente e também é uma ferramenta eficiente a custos mais baixos que o0s
métodos convencionais de remediacdo (PEREIRA; FREITAS, 2012).

A biorremediacao possui grande aplicabilidade e a otimizagdo do seu

processo depende das condicbes ambientais, do tipo de contaminante e da
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técnica empregada. Os tratamentos se diferenciam por ser “in situ” (quando &
realizado no proprio local) ou “ex situ”, (quando ha remoc¢édo do contaminante
para tratamento em outro ambiente) (PERUZZO et al., 2018).

As bactérias se destacam dentre a diversidade de microrganismos viaveis
para biorremediagdo em decorréncia da sua maior velocidade de crescimento
em comparacao aos fungos e leveduras, quando em condi¢cBes favoraveis. O
consércio de microrganismos também pode proporcionar uma completa
biossor¢gdo dos contaminantes. Entdo, microrganismos que n&o apresentam
potencial para biossorcdo completa de determinado composto, poderéo
transforma-lo em uma substancia menos téxica e mais biodisponivel para um
segundo microrganismo (TOMASSONI et al., 2014).

O mecanismo bioquimico microbiano nao € capaz de degradar um atomo
contaminante, mas sim de mudar o estado de oxidacdo do metal, permitindo a
sua detoxificacdo. Independente das reacdes que ocorram, provavelmente, o
metal ainda permanecera no local, ja que as bactérias possuem capacidade para
concentrar ou remover metais, seja em forma de precipitados ou de substancias
volateis, transformando as espécies em compostos menos toxicas e mais
facilmente disponiveis (SINGH; CAMEOTRA, 2004).

Sao diversos 0s mecanismos que 0s microrganismos utilizam em resposta
aos metais pesados. Esses mecanismos podem ser codificados por genes
cromossomais ou plasmidiais, e englobam fixacdo desses metais em complexos
intracelular e extracelular, extrusdo de ions metalicos por transporte ativo,
reacdes de oxidacdo, reducdo, metilacdo e desmetilacdo (LEEDJARYV; IVASK;
VIRTA, 2008).

O processo de captacdo dos metais pode ocorrer de duas formas: por
bioacumulacédo e biossorcdo. A bioacumulagdo ocorre quando um ion metalico
€ captado por meio do material biolégico com atividade metabdlica. E a
biossorcdo envolve duas fases, a adsorcdo e a absorcdo. A adsorcdo €
independente de energia e atividade metabdlica, chamada também de captacéo
passiva. E a absorcdo depende de energia e metabolismo (MUSTAPHA,
HALIMOON, 2015).

As principais bactérias utilizadas em biorremediacdo sdo 0s géneros

Acidovorans, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas,
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Arthrobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, Comomonas,
Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, Microbacterium,
Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus,
Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, @ Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e vibrio (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; JACQUES et al., 2019; SAGARKAR et al., 2014).

O género Bacillus, em especial o Bacillus subtilis compreende um grupo
de bactérias Gram-positivas largamente utilizada em processos biotecnoldgicos
industriais para a producao de antibidticos, enzimas, produtos agroativos, entre
outros. S&o microrganismos altamente resistentes em condigbes adversas
presentes no meio ambiente, devido a capacidade de formacéao de esporos, que
suportam extremos de pH e temperatura, dessecacéao, radiacdo UV e diversos
produtos quimicos como pesticidas e fertilizantes (OLIVEIRA, 2006).

CondigOes ambientais extremas, condicionam a celula bacteriana a entrar
em estadio de dorméncia, de crescimento lento ou de fase estacionaria. Quando
iISSO ocorre, as células ensaiam respostas adaptativas como desenvolvimento da
motilidade, transformacdo genética do DNA exdgeno e producdo da enzima
surfactina. Ja quando ocorre escassez de nutrientes, as células formam
enddsporo, 0 que proporciona a paralizacdo do ciclo de crescimento e divisdo
célula (FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

O interesse biotecnoldgico do Bacillus subtilis se destaca por causa do
seu mecanismo metabdlico de producao de lipopeptidios, que sdo moléculas
anfifilicas com propriedades biossurfactantes e antimicrobianas. A producao de
lipopeptidios, associada a capacidade de formacéo de esporos, contribui para a
utilizacdo comercial desse microrganismo em funcdo das multiplas aplicacdes
biologicas, principalmente pela atividade antagbnica contra diversos fito
patégenos (STEIN, 2005).

O biossurfactante produzido pelo Bacillus subtilis possui atividade
anfifilica que agem nas interfaces agua/dleo ou 6leo/agua reduzindo as tensdes
superficiais e interfaciais entre elas, e assim tornando 0s compostos mais
misciveis. Devido a essa caracteristica, os biossurfactantes sdo utilizados na
industria farmacéutica, de petroleo, cosméticos, na agricultura na formulagéo de

herbicidas e pesticidas, na produgcédo de produtos de higiene pessoal,
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detergentes, processamento de alimentos, tratamento e processamento de
metais, entre outros (SILVA, 2007).
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6 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia Industrial
e Processos Fermentativos na Universidade de Sorocaba (UNISO), em
Sorocaba/ SP.

6.1 Lavagem de vidrarias

Foi realizado um Banho de Acido-Base em todas as vidrarias utilizadas
neste projeto. O banho foi realizado aplicando solu¢cdo de HNO3 1M por 12h;
apos este tempo, as vidrarias foram dispostas por mais 12h em solucéo de NaOH
1M em solucéo alcodlica 50%; apOs este periodo de tempo, as vidrarias foram
enxaguadas com agua destilada e dispostas a secagem em estufa incubadora
(Quimis — Diadema, Sao Paulo, Brasil) por 24h. O banho foi uma etapa
importante para retirar qualquer impureza das vidrarias que pudesse alterar os
resultados das analises.

Ap6s o Banho de Acido-Base, as vidrarias e 0os meios de cultivo foram
submetidos ao processo de esterilizacdo por vapor saturado sobre pressdo a
121 °C por 30 minutos, a fim de promover completa eliminacdo de quaisquer

formas de microrganismo presentes.

6.2 Viabilidade do Bacillus subtilis
6.2.1 Pré-cultivo

O pré-cultivo da bactéria foi realizado a partir do isolamento das col6nias
em placa (Figura 1), contendo meio de cultivo Tryptone Soy agar (TSA),
utilizando a bactéria em estoque congelada. As coldnias foram isoladas da placa
utilizando uma alca de inoculacdo, e armazenada em estufa a 35°C por 24h.

Apoés esse periodo, foi retirada uma colbnia da placa e disposta em frasco
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Erlemeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo Trypticase Soy Broth (TSB). O
frasco foi colocado em agitador de bancada a 35°C, 150 rpm por 24h.

Figura 1. Isolamento da bactéria B. subtilis em meio de cultura agar utilizando algca de
inoculacéo.

Fonte: Elaboracao propria

6.2.2 Analise do crescimento Bacillus subtilis

Para a curva de crescimento foram utilizados os meios de cultura TSB e
a agua destilada. Os meios foram preparados em Erlenmeyers de 125 mL da
seguinte forma, (i) Meio 33% foi utilizado 34 mL de agua destilada estéril
contendo 6 mL de TSB; (i) Meio padrdo 40mL. Ambos os meios foram
inoculados com 1mL do pré-cultivo. Os frascos foram colocados em agitacdo a
150 rpm, 35 °C em diferentes periodos de tempo 4h, 8h, 18h, 20h, 24h, 48h,
72h, 96h. Ao final de cada periodo amostras foram coletadas e analisado o
crescimento através de metodologias de absorbancia e filtracao.

Para metodologia de filtracdo, amostras de 10 mL foram submetidas ao
Sistema de Filtracdo Sterifil (Millipore) através de membranas de 0,22 um. Apos
a filtracdo as membranas foram colocadas em estufa 50 °C por 10 minutos e em
seguida colocadas em dissecador por 15 minutos para resfriar e pesadas. Cada

membrana foi pesada antes e depois da filtragc&o.
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Para a espectrofotometria 0 equipamento foi ajustado para 600 nm, e
separado uma aliquota 200 pL de cultivo da curva de crescimento do Bacillus
subtilis conforme eram retiradas da agitacdo em cada periodo, e dispostos em
placa de 96 pocos em triplicata para analise.

6.3 Eficiéncia do Bacillus subtilis na Biorremediagdo dos metais

pesados

6.3.1 Solugdo matriz dos metais pesados

Para a preparacao das solucdes de estoque de metal pesado foi utilizado
matrizes de 1000 ppm em agua Milli-Q dos compostos acetato de chumbo
Pb(C,;H30,), (Grau de pureza minima 98%), nitrato de cadmio Cd(NO3). (Grau
de pureza minima 99%) e sulfato de cobre CuS0O4.5H20 (grau de pureza minima
98%), disponiveis no laboratério. Para a solucdo com chumbo foi utilizada
diluicdo para a concentracédo de 500 ppm. Ja as solu¢bes com cobre e cadmio
foram diluidos para a concentracdo de 100 ppm. Todas as solucdes foram

diluidas a partir das matrizes (1000ppm) e utilizando agua estéril.

6.3.2 Concentracao inibitéria minima - CIM

Para verificar a sensibilidade do microrganismo aos metais pesados, foi
realizada a metodologia CIM adaptada de Ataide f., (2017), utilizando metais
para determinar as concentracdes utilizadas no experimento. A metodologia do
CIM foi adaptada em microplacas de 96 pocos. Estas adaptacdes permitiram a
realizacdo de duplicata do ensaio. Em doze pocos, da microplaca de 96, foram
distribuidos 100 pL de meio de cultura em cada po¢o, exceto para o po¢o numero
1.

No primeiro poco da série, foi adicionado 200 pL da solugéo filtrada, assim

sendo transferido 100 pL do poco 1 para o poco 2, foi repetida a transferéncia
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sucessiva até o poco 11. Foi adicionado em todos 0s po¢os, exceto para o de
namero 11, 10 pL do indéculo (microrganismos em teste) em concentragcdo
conhecida, estipulada em 10®° UFC/ mL. Os pogos 11 e 12, como controle
negativos (Meio de cultura + antimicrobiano) e positivo (Meio de cultura +
in6culo), respectivamente. A placa foi tampada. Incubada a temperatura de 37°C
para o crescimento dos microrganismos em questao, por 24h. Apos este periodo,
procede-se a leitura do resultado, inoculando 5 yL de cada poc¢o em placas de
Petri contendo Agar TSB. O CIM sera o poc¢o de maior diluicdo em que se verifica

a auséncia de crescimento bacteriano.

6.3.3 Analise do crescimento em contato com metal

Para analise do crescimento do Bacillus subtilis em meio de cultura
contendo Pb foram elaborados trés solucdes diferentes: (i) Solucdo A (controle)
contendo 34 mL de agua estéril + 6 mL de TSB + 1 ml de pré cultivo (controle).
(i) Solucdo B contendo 20 mL de matriz de metal + 14 mL de agua estéril + 6
mL TSB + 1 mL de pré cultivo. (iii)Solu¢cdo C contendo 20 mL de matriz de metal
+ 20 mL de agua estéril + 1 mL de pré cultivo. Todas as solu¢des ficaram com
um volume total de 41 mL e concentracdo de 500 ppm do metal.

As solucbes foram colocadas em agitacdo 150 rpm, 35° C por periodos
de 4h, 8h, 18h, 24h, 48h, 72h e 96h. Posteriormente, a Solucdo C foi definida
como melhor metodologia e periodos de 1h, 2h30, 120h e 144h foram
acrescentados.

Para anadlise do crescimento em amostras contendo cadmio e cobre foi
utilizada apenas a solucédo C, contendo um volume de 41 mL e a concentracao
de 100 ppm. colocadas em agitacdo a 150 rpm, 35 °C por periodos de Oh, 1h,
2:30h, 4h, 8h, 18h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h.

Apés cada periodo as amostram foram coletadas e uma aliquota de 10
mL foi filtrada em Sistema de Filtracdo Sterifil com membranas de 0,22 um. Apos
a filtracdo as membranas foram colocadas em estufa 50 °C por 10 minutos e em

seguida colocadas em dissecador por 15 minutos para resfriar. Cada membrana
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foi pesada antes e depois da filtracdo. Também foi separado 5 mL de cada
solucao para serem analisadas por Fluorescéncia de Raios X e ICP/MS.

Por altimo, foi preparado uma nova curva de crescimento utilizando uma
matriz contendo chumbo, cadmio e cobre em 4gua no mesmo sistema. Para a
solucdo foi utilizado 20 mL de matriz + 20 mL de agua estéril + 1 mL de pré
cultivo. As solugdes ficaram com 41 mL e a concentragdo com 100 ppm. As
amostras foram colocadas em agitacdo por periodos de 10 minutos, 30 minutos,
1h, 2h, 8h, 24h, 48h e 144h. Conforme as soluc¢des foram sendo retiradas, foi
separado uma aliquota de 5 mL para analise no ICP/MS, e 10 mL para filtracdo
em Sistema de Filtracao Sterifil com membranas de 0,22 ym. Apés a filtracéo,
as membranas foram colocadas em estufa 50 °C por 10 minutos, e em seguida

colocadas em dissecador por 15 minutos para resfriamento para pesagem.

6.4 Quantificacdo dos metais

6.4.1 Curva analitica para fluorescéncia de raios-X

Para a calibracdo do equipamento de Fluorescéncia de raios-X foi
realizada a diluicdo das amostras a partir da matriz do chumbo de 1000 ppm nas

concentragoes de 500 ppm, 250 ppm, 150 ppm, 100 ppm e 50 ppm.
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A Figura 2 apresenta os dados de uma das curvas de calibragdo do
chumbo (1000 ppm).

Figura 2. Curva de calibragdo do chumbo
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Fonte: Elaboracao prépria

6.4.2 Analise do Chumbo em Fluorescéncia de raios- X

Para as analises foi realizado um teste para verificar se 0o chumbo
precipitava. Foi colocado 10 mL de agua + 5 mg de chumbo (500 ppm) em tubo
falcon, homogeneizado e centrifugado a 5000 rpm, 4 °C por 20 minutos. Apoés a
centrifugacéo foi analisado por Fluorencéncia de raios- X 5 mL da parte superior
do tubo e na sequéncia 5 mL da parte inferior do tubo. Com isso, foi possivel
verificar que o metal estava por toda a amostra, indicando que ndo houve
precipitacdo do chumbo.

Os ensaios com chumbo foram realizados a partir da curva de crescimento
do microrganismos. As amostras foram retiradas da agitacéo apés cada periodo,
centrifugadas a 5000 rpm, 4 °C por 20 minutos, em seguida foi separado o
sobrenadante e congelado para as analises no Laboratério de Fisica Nuclear
Aplicada da Uniso (LAFINAU) por Fluorescéncia de raios- X por Dispersao de

Energia. Foi escolhido o sobrenadante para as andlises ao invés do precipitado
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por economia dos materiais e por conta do descarte no final do experimento, pois
se fosse utilizado o material precipitado, seria necessario o preparo de uma
guantidade maior de solucdo para obter a quantidade de massa celular
necessaria para as analises.

A técnica de fluorescéncia de raios- X consiste na emisséo de raios- X
caracteristicos de um material que foi excitado por meio de bombardeio com
raios- X de alta energia ou raios gama. Como cada elemento possui um conjunto
Unico de niveis de energia atbmica, emite um conjunto Unico de raios- X,
caracteristicos de tal elemento. Portanto, a presenca de raios- X caracteristicos
indica diretamente a presenca de um determinado elemento. Além disso, a
intensidade de uma linha de raios- X depende do numero de atomos
correspondentes que foram excitados, permitindo a identificacéo e quantificacéo
dos elementos quimicos presentes em uma amostra (POLES et al., 2016).

As amostras foram analisadas no Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada
da Uniso (LAFINAU). O equipamento de fluorescéncia por raios-X utilizado neste
trabalho € um sistema compacto, comercializado pela empresa Amptek
(Bedford, Massachusetts, EUA) (https://www.amptek.com/), composto por um
detector de silicio (Silicon Drift Diode) de 25 mm? de area e com 500 uym de
espessura, protegido por uma janela de 12,5 um de berilio. A fonte de raios-X
utilizada para a excitacdo das amostras consiste em um tubo de raio-X em
miniatura com um anodo de prata (Ag), comercializado pela empresa Amptek
(Bedford, Massachusetts, EUA). O tubo de raios-X foi configurado para funcionar
com tensao de 30 kV e corrente de 10 yA. Todas as medidas foram realizadas
em ar e o tempo de excitacdo das amostras foi ajustado em 300
segundos (tempo vivo). Um colimador com uma abertura de 2 mm foi
posicionado na saida da fonte de raios-X. O sistema EDXRF foi calibrado através
do uso de amostras de controle. Além disso, foram utilizados o software ADMCA
fornecido pela Amptek (Bedford, Massachusetts, EUA) para aquisi¢éao e controle
de dados. As andlises qualitativa e quantitativa foram feitas pelo software XRS-

FP ™ também fornecido pela Amptek (Bedford, Massachusetts, EUA).
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6.4.3 Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP/MS)

Para a calibragdo do equipamento do equipamento de ICP/MS foi
realizada a diluicdo das amostras a partir da matriz do chumbo, caddmio e cobre
de 500 ppm nas concentragoes de 250 ppm, 200 ppm,150 ppm, 100 ppm e 50

ppm.
A Figura 3 apresenta os dados da curva de calibracdo do cobre.

Figura 3. Curva de calibragdo do cobre
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Fonte: Elaboracao propria

A Figura 4 apresenta os dados da curva de calibracdo do cadmio.
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O Quadro 2 apresenta os valores de calibracdo do chumbo, cadmio e

cobre no mesmo sistema.

Quadro 2. Calibragdo do chumbo, cAdmio e cobre no mesmo sistema

Calibracdo dos metais no mesmo sistema

Tempo Cadmio ppm Cobre ppm Chumbo ppm
0 100 100 100
10 min 47,6 158 33
30 min 35,2 132,7 28,7
1h 44,8 158,4 33,6
2h 34,7 155,7 14,5
8h 48,7 165,9 16,5
24h 49,5 166,7 11,9
48h 42,9 180 21,5
144h 40,3 182,9 12

Fonte: Elaboragédo propria
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Os ensaios com cadmio, cobre e com os metais no mesmo sistema
(chumbo + cadmio + cobre) foram realizados a partir das respectivas curvas de
crescimento. As amostras foram retiradas da agitacdo apdés cada periodo,
centrifugadas a 5000 rpm, 4 °C por 20 minutos, em seguida separado o
sobrenadante e congelado e analisadas na Universidade Federal do ABC por
ICP/MS.

As determinagfes dos elementos quimicos foram realizadas usando um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) com
célula de colisao (7900, Agilent, Hachioji, Japao). O equipamento foi operado
com argobnio de alta pureza (99,999%, Praxair, Brasil). O sistema de introducéo
de amostras foi composto por uma camara de spray UHMI de dupla passagem
Scott de quartzo e um nebulizador MiraMist® conectado por tubos Tygon®. As
condi¢gdes operacionais estavam de acordo com Pedron et al., (2016). As
amostras foram acidificadas (1% v v-1) com HNO3 14 M sub-fervido (Synth,
Brasil) e injetadas diretamente no ICP-MS.

Os padrbes para calibracdo foram preparados diluindo os comerciais
(10000 ppm adquiridos da Perkin Elmer, EUA) em HNO3 1% v.v! no intervalo
de 0 a 200 ppm. O coeficiente de correlacdo para curvas de calibracéo foi de
0,999. O desempenho do método foi controlado pela analise de espacos em
branco do reagente e material de referéncia SRM 1640a Natural Water do
"Instituto Nacional de Padrdo e Tecnologia”, (PEDRON et al., 2016).

6.4.4 Microscopio eletrénico de varredura (M.E.V)

Para as analises de microscopia eletrbnica foi utilizado o material
precipitado das amostras de meio de cultivo com chumbo e TSB3z3. As amostras
foram previamente liofilizadas e fixadas com fita carbono, submetidas a
metalizacdo por 2 minutos (DH-29010SCTR Smart Coater) e lidas (regiao da
parte central das amostras) no equipamento de microscopia eletrénica de
varredura (JSMIT200).
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6.5 Eficiéncia de remocéao e quantidade de metal adsorvida ou

bioacumulada

A capacidade de bioacumulacéo por via metabdlica dos metais ha massa
de bactéria presente no meio (Q) foi avaliado utilizando a equagdo 1 (Eq.1)
adaptada de (Al-Gheeth et al., 2017).

omax = V.(Ci —Cf)
M
1)
Onde:

Qmax = capacidade de adsorcéo/bioacumulacdo dos metais por grama de
massa de bactéria (mg/qg)

Ci = concentracgao inicial de metal no instante 0 (mg/L)

Cf = concentracéao final de metal em cada periodo de tempo (mg/L)

V = volume do meio (L)

M = Peso seco da bactéria (g)

Ja a eficiéncia de remocao modificada de (Xu et al., 2019) foi avaliada

pela equacéo 2 (Eq. 2).

ci—cf

E% = x 100

(2)
Onde:
E% = eficiéncia de remocao porcentagem.
Ci = concentracéo inicial de metal

Cf = concentracao final de metal em cada periodo de tempo.

6.6 Analise estatistica

As andlises de crescimento do Bacillus subtilis foi realizada por ferramenta

estatistica test t Student e ANOVA uma via, seguida de Tukey test.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Avaliacdo do crescimento de Bacillus subtilis em meio de cultura

padrao

Os resultados obtidos da analise de crescimento evidenciaram
comportamentos dispares entre os meios de cultura como mostra a Figura 5.
Cabe ressaltar que os resultados coletados deste ensaio foram a base para
avaliar a adaptacdo do microrganismo nos ensaios com metais sem adigcéo de
fontes nutricionais extras — trecho que sera discutido adiante no texto.

A Figura 5 apresenta os resultados do crescimento bacteriano das
metodologias de filtracdo com membranas (massa celular g/L) e a absorbancia
(abs 600nm), em meio de cultivo padrdo TSB com e sem diluicéo, considerados
100%.

Figura 5. Comparacao entre as metodologias de absorbancia e filtracdo para anélise das
curvas de crescimento bacteriano, utilizando meio de cultura TSB 100%.
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* As analises de massa (g/L) e absorbancia da bactéria foram realizados em triplicata,
produzindo um erro experimental de p<0.01. Fonte: Elaboracéo propria
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A Figura 6 apresenta os resultados do crescimento bacteriano das
metodologias de filtracdo com membranas (massa celular g/L) e a absorbancia
(abs 600nm), em meio de cultivo padrédo TSB com e sem diluicdo, considerados
33%.

Figura 6. Comparagdo entre as metodologias de absorbéancia e filtragdo para analise das
curvas de crescimento bacteriano, utilizando meio de cultura TSB 33%.
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* As analises de massa (g/L) e absorbancia da bactéria foram realizados em triplicata,
produzindo um erro experimental de p<0.01. Fonte: Elaborag&o propria

Foi possivel observar através das Figuras 5 e 6 que no meio de cultura
TSB 33% o crescimento foi mais discreto que no meio 100%. Isso ocorreu pois
as fontes nutricionais disponiveis foram reduzidas. Porém, existe uma tendéncia
de aumento no crescimento, em ambos 0s meios, em aproximadamente 4 horas
de cultivo. A maxima concentracdo de massa celular observada para os meios
de cultura foi de aproximadamente 3 g/L para o TSBiooem 72 horas de cultivo e

de 0,6-0,7 g/L para TSBs3 entre 15 horas e 96 horas de cultivo.

Pelo teste test t Student, comparando o grupo peso, no meio TBSz3 foi

significativamente menor em todos 0s tempos, exceto 48 horas e 72 horas,
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nesses dois tempos, independente da concentracdo de 100% ou 33%, o0
crescimento foi igual.

Esses resultados indicam que a melhor metodologia para avaliar o
crescimento do microrganismo frente aos metais € a determinagdo por
concentragdo — massa celular em g/L. E ainda, indicam que podemos conduzir
os ensaios utilizando metal reduzindo em 70% os componentes nutricionais do
meio de cultura (TSB 33%).

7.2 Biorremediacdo dos metais em meio liquido por cultivo de

microrganismo em batelada

7.2.1 Analise da bioacumulacdo do Chumbo

As analises dos sobrenadantes por Fluorescéncia de raios- X para
verificar a remocédo de chumbo pelo microrganismo Bacillus subtilis em meio
liquido, meio de cultura TSBss e agua, e 0 comportamento do microrganismo

com relacdo ao seu crescimento podem ser observados através da Figura 7.

Figura 7. Analise do crescimento do Bacillus subtilis e 0 consumo de chumbo (Pb) em
meios liquidos constituidos por meio de cultura diluido (TSB33) e agua.
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* As analises de massa (g/L) da bactéria foram realizados em triplicata, produzindo um

erro experimental de p<0.05. Fonte: Elaboracao prépria

O ensaio em meio de cultura (TSBs3), contendo 500 ppm de chumbo,
representado pela linha verde, iniciou com a massa celular na concentragao de
0,31 g/L do microrganismo e na primeira hora de cultivo o valor do chumbo foi
reduzido 5 vezes, passando de 500 ppm para 100 ppm. Entretanto em 4 horas
de cultivo houve um aumento de 3 vezes da concentra¢cao do chumbo, passando
de 100 para 350 ppm.

Do periodo inicial até o 8 horas houve bioacumulagdo ou adsorcao do
metal pela bactéria e ndo houve crescimento da massa celular, sendo a
concentracao de metal (mg) biossorvido por grama de bactéria Qmax de 16 mg/g
para 1 hora até 20 mg/g em 8 horas.

Podemos observar na Figura 7 que a concentracdo do chumbo variou até
18 horas de cultivo, chegando a aproximadamente 180 ppm e o valor de Qmax
observado foi de 3 mg/g, 6 vezes menor do que em 8 horas. Indicando uma
possivel melhora do processo de adsorcao.

Entretanto, a partir de 24 horas foram observadas as principais diferencas
com relacdo ao crescimento do microrganismo, pois a massa celular no cultivo
gue aumentou 17 vezes atingindo 5,47 g/L e a concentracdo do chumbo reduziu
8,3 vezes do valor inicial, atingindo o valor de 60ppm e um Qmax de 0,5mg/g.
Em 48 horas de cultivo o valor da massa celular aumentou 56 vezes, chegando
a 17,42 g/L e o nao foi encontrado chumbo na amostra, essa condicdo se
manteve até 120h, mantendo um Qmax 0. Porém, em 144h do cultivo o valor da
concentracdo do chumbo foi aproximadamente 100 ppm e a massa celular
semelhante a fase inicial 0,39 g/L e o Qmax de 14 mg/q.

Ja para o ensaio em agua contendo 500 ppm de chumbo, representado
pelo tracejado roxo e pontilhado vinho, a massa celular do microrganismo
apresentou a concentracao de 0,24 g/L e na primeira hora de cultivo o valor do
chumbo observado foi 61 vezes menor, passando de 500 ppm para 8 ppm,

observado um Qmax 9 mg/g.
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Entre 4 e 72 horas de cultivo houve um aumento e oscilagdo na
concentragdo do chumbo entre 20 e 40 ppm. Em 96 horas de cultivo nao foi
encontrado chumbo na amostra e a concentragéo celular foi de 0,44 g/L e Qmax
de 0. Isso pode ocorrer devido a fendmenos de adsorgéo e dessorcao do metal.
Entretanto, em 120 e 144h do cultivo o valor da concentracdo do chumbo
aumentou sendo 20 e 30 ppm, respectivamente e a massa celular de 0,36 e 0,19
g/L, Qmax 7 mg/g. A massa de bactéria (g/L) foi significativamente menor no
meio contendo somente agua, sendo p<0.05, mostrando diferenca quando
comparado ao tempo zero. Ja para o meio contendo TSB (p<0.05) apenas no
tempo 120 horas ndo houve diferenca estatistica.

Parte das amostras foram analisadas por fluorescéncia de raios-X, por
conta da alta concentracdo contida nas amostras e por néo ter interferéncia de
leitura do equipamento para esse elemento. As andlises por fluorescéncia de
raios x por dispersao de energia puderam confirmar que a maior parte do chumbo
ficou depositado no material precipitado composto pelo microrganismo. Alguns
trabalhos descrevem a Espectrometria de Fluorescéncia de raios-X como uma
técnica ndo destrutiva que permite identificar os constituintes de uma amostra
(liquidos, sdlidos ou pés) qualitativa e quantitativamente, com a vantagem de
uma facil preparacdo da amostra, (RAMACHANDRA, 2016; FIGUEIREDO et al.,
2016).

Zhao et al., (2019) avaliaram os lipopeptideos produzidos por Bacillus
subtilis na reducéo dos ions de prata em nanoparticulas de prata e observaram
ainda, que esse microrganismo poderia catalisar a reducdo de corantes
organicos e reduzir a contaminacgao por Ag+ e Pb2+ na agua.

Os mesmos pesquisadores em estudo recente Zhao et al., (2020), relatam
gue o mecanismo do Bacillus subtilis para a remediacdo de metais permanece
desconhecido. Ja Abdel et al., (2005) e Al-Gheeti et al., (2017), afirmam que os
diferentes microrganismos sejam gram-positivos, gram-negativos e filamentosos
tem a capacidade de adsorver metais em sua membrana celular.

Em nosso estudo com o chumbo observamos através dos resultados que
pode haver um consumo desse metal pelo microrganismo e também uma
bioacumulacdo. Quando utilizado o meio de cultura TSBs3 sem o chumbo a

maxima concentracao celular foi de 0,7 g/L e quando havia chumbo na solucéo
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0 maior valor de massa celular observado foi de 17,42 g/L. O mesmo pode ser
observado em &gua, que apresentou um valor de 14,7 g/L de massa celular.
Porém, essa alta concentracdo de massa ndo esta relacionada a maxima
adsorcao do metal.

A remocdo maxima de chumbo em meio de cultura (TSBz3) pela biomassa
bacteriana foi registrada no periodos de 48 horas com o consumo de 99,7% e 72
horas com o consumo total do metal, alcangcando 100% de remoc¢éao de chumbo.
J& no ensaio em 4gua a remocao maxima registrada ocorreu no periodo de 96
horas com remocao de 100% do metal. Enquanto que, na primeira hora do
processo a remocgéao de chumbo teve o melhor resultado de eficiéncia chegando
a 98,4%.

Al-Ghethi et al., (2017) relatam que uma das consideracdes na utilizacao
de biomassa bacteriana na remocéo de metais pesados € a bioacumulacdo. Os
autores inativaram termicamente a Biomassa de Bacillus subtilis 2012WTNC e
observaram um valor biossorcao - Qmax superior a 150 mg/g.

Em nosso estudo, extrapolando o volume de meio para um valor
semelhante ao que autores utilizaram no trabalho de 2017, nosso valor de Qmax
€ 2 vezes menor. Isso pode estar relacionado a nossa cepa estar ativa e parte
do metal ser quelado pelo biossurfactante produzido pela bactéria durante o
periodo de cultivo, como reportado por Huang e Liu (2013). Estes autores
estudaram a potencialidade da bactéria produtora de biossurfactante
Pseudomonas sp. LKS06 para remover ions Cd (Il) e Pb (Il) de uma solucdo
aquosa. Eles concluiram que a biomassa do microrganismos € um biossorvente
alternativo para remover ions Cd (Il) e Pb (ll) de &guas residuais industriais. Além
disso, e que biossurfactante produzido pela Pseudomonas pode quelar os
metais.

De acordo com Al-Gheeti et al., (2017), a alta eficiéncia de remocéo de
células bacterianas tolerantes é explicada como resultado de mutacédo causada
pela exposicdo a altas concentracdes de metais pesados, Cdz +, Nix+, Cux+,

Pbo+e Zny+, que sdo de natureza mutagénica.
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7.2.2 Analise da bioacumulacdo de cobre e cadmio.

A andlise do cobre e cadmio utilizado pelo microrganismo Bacillus subtilis

em agua e o comportamento do microrganismo com relacao ao seu crescimento

podem ser observados atraves da Figura 8.

Figura 8. Andlise de crescimento do Bacillus subtilis e 0 consumo de Cobre e Cadmio
em meios liquidos constituidos por meio de cultura diluido (TSB33) e agua.
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erro experimental de p<0.05. Fonte: Elaboracao propria

O ensaio em 4gua contendo 100 ppm de cobre, representado pelas barras

em azul, na Figura 8, apresentou massa celular do microrganismo com a

concentracgdo inicial de 1,46g/L e na primeira hora de cultivo o valor do cobre foi

reduzido 8 vezes, passando de 100 ppm para 13 ppm, permanecendo até o

periodo de 8 horas. Apresentando uma capacidade de bioacumulacdo do metal

Qmax de 32,78mg/g na 1 hora e de 0,24mg/g em 8h. Apds o periodo de 8 horas

houve uma reducdo da massa celular até o periodo de 48 horas, em seguida
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houve novo aumento de massa celular, que permaneceu até o periodo de 120
horas. O concentracao de cobre variou entre 12,5 ppm e 16,5 ppm durante todo
0 processo, apresentando melhor resultado de remoc&o do cobre na primeira
hora, com 87,4% de eficiéncia de remocao. O Qmax variou entre 0,24 e 0,39
mg/g para todos os tempos avaliados.

Dhanwal et al., (2018), conseguiu eficiéncia de biossorcdo de Cus de
87,16% em meio de cultura com 50 ppm. J& Pérez et al., (2020), descreve que
a dindmica de remocdao de ions por biomassa bacteriana ocorre rapidamente nos
primeiros tempos de contato biomassa-metal.

O ensaio em agua contendo 100 ppm de cadmio representado pelas
barras verdes, na figura 5, apresentou massa celular do microrganismo com a
concentracdo de 0,12 g/L na primeira hora de cultivo, o valor do cadmio foi
reduzido quase 4 vezes, passando de 100 ppm para 27 ppm e apresentando um
Qmax de 110mg/g. O valor de 27 ppm permaneceu assim no periodo de 2,5
horas. Nos periodos entre 4 horas e 144 horas a concentracdo da massa celular
variou entre 11 g/L e 15,5 g/L. O periodo de 8 horas teve o maior aumento de
massa celular chegando a 15,5 g/L, e reducéo da concentracdo do cadmio em
3,6 vezes, passando de 100 ppm para 28 ppm. No periodo de 72 horas a reducao
da concentracéo de cadmio foi de 10 vezes, passando de 100 ppm para 10 ppm.
Ja no periodo de 96 horas houve reducdo da massa celular para 11,4 g/L com
aumento da concentracdo do cadmio para 21 ppm. Os melhores resultados de
eficiéncia de remocao de cadmio, foram obtidos na primeira hora de cultivo com
73,7%. O Qmax vVariou entre 0,28 e 0,30 mg/g, entre 8 a 144 horas.

O estudo de Syeda e Chinthala (2015), pode mostrar a ligacdo de ions
metéalicos nas paredes celulares das células bacterianas, indicando claramente
gue os ions de Cd (1), Cu (1) e Pb (Il) foram adsorvidos na superficie de Bacillus
subtilis apds biossorcdo. Em nosso estudo, existe evidéncias de que uma parte
do metal foi utilizada como metabdlito e outra parte foi adsorvida, pois 0s ensaios
foram realizadas em agua, ndo havendo a possibilidade de desenvolvimento do

microrganismo sem uma fonte nutricional.
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7.2.3 Analise da bioacumulacdo dos metais chumbo, cobre e cadmio no

mesmo sistema

Pensando em um sistema onde os metais estariam juntos, foi realizada a
analise da remocédo de 100 ppm de chumbo, cobre e cadmio, em &gua pelo
microrganismo Bacillus subtilis em &gua e o comportamento do microrganismo

com relagcdo ao seu crescimento podem ser observados através da Figura 9.
Figura 9. Andlise de crescimento do Bacillus subtilis e remog¢édo do Chumbo, Cobre e
Cadmio em agua.
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experimental de p<0.05. Fonte: Elaboracéo prépria

Podemos observar que o Bacillus subtilis representado pela linha laranja,
apresentou o inicio da fase exponencial ap6s 1 hora de contato com os metais.
Entretanto, o cAdmio — barras amarelas e o chumbo — barras marrom, foram
reduzidos em aproximadamente 50% nos primeiros 10 minutos, indicando que
houve adsor¢éo dos metais. O chumbo ainda teve uma redugéo da concentracéo

maior no periodo de 2 horas passado de 100 ppm para 13 ppm. Nesse ensaio,
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através do ICP-MS nao foi possivel identificar o que ocorreu com o cobre, pois
houve aumento da concentracdo do metal, isso pode ter acontecido por
sobreposi¢cao do cobre no momento das analises.

Pode observar através dos resultados que a remocdo de chumbo foi
semelhante tanto nas amostras individuais, quanto com outros metais no mesmo
sistema, isso pode indicar que o microrganismo tem uma preferéncia pelo
chumbo. J& o cadmio teve uma menor reducao da concentracdo em contato com
outros metais, e que segundo Zhao et al.,, (2020), isso pode ocorrer por
interferentes formados entre 0os metais, e que a presenca de ions de ferro e
cadmio afeta a eficiéncia de remocgao/bioacumulacdo de chumbo, por exemplo.
No caso desse estudo ocorreu o inverso, pode ser que o chumbo ou o cobre

tenham interferido na biossor¢do do cadmio.
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7.3 Eficiéncia de remocao dos metais

Podemos observar na Figura 10 que a eficiéncia de remoc¢ao dos metais
acontece nas primeiras horas. A eficiéncia de remoc¢ao do chumbo foi de 99,5%
no periodo de 2,5 horas de processo, enquanto para o cobre 89% e cadmio

72,5%, no mesmo periodo de tempo.

Figura 10. Eficiéncia de remo¢ao dos metais.
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Ravindran et al., (2020) mostraram que cepas de Bacillus produtoras de
surfactantes mostram alta afinidade contra metais pesados como Pb, Cd, Hg, e
Mn. Eles observaram que apenas o surfactante extraido desses microrganismos

podem precipitar os metais, formando um complexo surfactante-metal.

Em nosso trabalho essa alta eficiéncia de remocao, pode estar ligada a
bioacumulacdo e a formagdo de um complexo surfactante-metal, visto que o

Bacillus subtilis é produtor de biossurfactante.
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7.4 Microscopia eletronica das amostras e EDS

Foram realizadas as andlises de micrografia para o chumbo em agua e
em TSBzs. Podemos observar claramente que houve crescimento do
microrganismo em agua. Pois a amostra indica ainda a presenca de chumbo e
outros metabdlitos. Nao foi notada uma mudanca na morfologia da superficie
celular das células bacterianas. Além disso, a presenca de adsorvidos e produtos
de degradacdo metalicos na massa celular bacteriana foi confirmada com a
ajuda da andlise EDS. Os resultados das analises qualitativas podem ser
observados na Figura 11.

Figura 11. Microandlise qualitativa (espectro) de elementos quimicos presentes na
amostra chumbo.
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Fonte: Elaboragédo propria

Através do EDS foi possivel verificar a presenca de chumbo e metabdlitos

na massa celular e, que houve adsorcdo do metal chumbo pelo Bacillus subtilis.
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A Figura 12 apresenta a imagem do Bacillus subtilis indicado pela seta e

0 espectro correspondente

Figura 12. MEV do Bacillus subtilis na amostra de chumbo em agua e espectro de EDS

para a area analisada.

Intensity [Counts]

Spc_001

Energy [keV]

Fonte: Elaboracéo propria




48

A Figura 13 representa a identificacdo, a disposicdo dos elementos
quimicos presentes na amostra e a estrutura preservada do microrganismo.

Figura 13. Distribuicdo dos elementos e imagem do Bacillus subtilis.
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Na Figura 13 foi possivel observar a distribuicdo dos elementos presentes
na amostra, e o chumbo aparece em azul com maior concentracdo sendo

possivel observar os pontos dentro do Bacillus subtilis na imagem do lado direito.
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Para o TSB33 ndo foi possivel observar o microrganismo, entretanto, foi
observado que havia a presenca de adsorvidos na massa analisada e
confirmada com a ajuda da andlise EDS. Os resultados podem ser observados
na Figura 14.

Figura 14. Microanalise qualitativa (espectro) de elementos quimicos presentes na
amostra (TSBs3).
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Fonte: Elaboracéo propria

Pode-se verificar que na presenca de TSB a concentracédo de chumbo foi
maior do que em agua, a intensidade foi o dobro, indicando que tem mais
chumbo adsorvido e que o microrganismo nao utlizou o metal como rota
metabdlica. Visto que o TSB contém todos 0s nutrientes necessarios para

manutencao desse crescimento.

Esses dados indicam claramente a bioacumulacdo do chumbo pelo
microrganismo, pois o EDS revela a presenca do metal no espaco intracelular.
Alguns autores explicam que a bioacumulacdo microbiana ocorre usando
complexos importadores que criam uma via de translocacdo através da
bicamada lipidica da membrana celular. Uma vez dentro do espaco intracelular,
0s metais pesados podem ser sequestrados por proteinas e ligantes peptidicos,
criando uma espécie de armazenamento (DIEP; MAHADEVAN; YAKUNIN, 2020;
MALIK, 2004; DHANWAL, 2018).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a biomassa
formada pelo Bacillus subtilis foi eficiente em bioacumular metais pesados de
solugcdes aquosas. O microrganismo foi capaz de crescer na auséncia de meio
de cultura e na presenca dos metais. O chumbo foi o metal que mais foi
bioacumulado, apresentando uma eficiéncia de remocao de 99,5% em agua e
para os outros metais foi entre 77 a 87%.

A técnica utilizando o Bacillus subtilis pode ser empregada como um
tratamento econdmico para a biorremediacdo de efluentes industriais e areas
contaminadas com metais pesados. No entanto, ainda se faz necessario um
entendimento maior da etapa de otimizacdo da implementacdo em escala

industrial.
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