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) PROFOTLIPO PARA ISOLAR BACTERIAS BIORREMEDIADORAS DE

AGUAS COM METAIS-PESADOS NA BAIXADA SANTISTA

RESUMO

0 sistema estuarino da Baixada Santista se destaca como importante exemplo
brasileiro de degradacdo ambiental devido considerdvel quantidade de metais
pesados gerados pelo polo industrial de Cubatdo. Este estudo visa isolar
microrganismo resistente a fons metdlicos de amostras desta regido, formador de
pbiofilme em sistema aerdbio em biorreator. Foram realizadas duas etapas, a
primeira, construcdo do protétipo baseado em tanque de vidro com eixo central,
superficie rotacional e velocidade constante 3 rpm. Na segunda, analise
microscopica da estrutura do biofilme, caracterizando o crescimento
microbioldgico na superficie do reator em meio de cultura com concentracoes
significativas de metais pesados baseadas na Tliteratura. Como resultado foi
isolado o microrganismo e sua identificacdo preliminar realizada pelas técnicas
microbiolégicas, as quais demonstraram que é Arizona hinshawii, um subgrupo das
Salmonellas, também chamada Sa/lmonella arizonae.

Palavras-Chave: Biorremediacdo. Metais pesados. Biofilme. Biorreator.

PROTOTYPES FOR ISOLATION BIORREMEDIATOR BACTERIA OF
WATER WITH HEAVY METALS IN BAIXADA SANTISTA

ABSTRACT

The estuarine system of the Baixada Santista stands out as an important example
of environmental degradation due to the considerable amount of heavy metals
generated by the Cubatdo industrial pole. This study aims to isolate
microorganism resistant to metal ions from samples of this region, forming a
biofilm in aerobic system in bioreactor. Two steps were performed, the first,
prototype construction based on glass tank with central axis, rotational surface
and constant speed 3 rpm. In the second microscopic analysis of the biofilm
structure, characterizing the microbiological growth on the surface of the
reactor in culture medium with significant concentrations of heavy metals based
on the Titerature. As a result the microorganismwas isolated and its preliminary
identification performed by microbiological techniques, which demonstrated that
it is Arizona hinshawii, a subgroup of Salmonellas, also called Salmonella
arizonae.

Keywords: Bioremediation. Heavy metals. Biofilm. Bioreactor.
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0 Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente, localizado na Bacia Hidrografica
da Baixada Santista, situada na Regido Metropolitana da Baixada Santista, que compreende
0s municipios de Cubatdo, Santos, Sdo Vicente, Guarujd e Praia Grande é uma ampla rede
de canais estuarinos e extensos manguezais, confinados entre o oceano e as escarpas da
Serra do Mar, com um complexo emaranhado de rios (Piagabucu, Paranhos, Cubatdo, Morrdo,
Perequé, Moji da Onca, Quilombo, Jurubatuba, Diana, Santo Amaro, Bertioga, Casqueiro,
Santana entre outros (SIQUEIRA et al., 2004; PARREIRA, 2012).

De acordo com o relatério estuarino de Santos e Sdo Vicente realizado pela
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), em 2014. Os metais Zinco,
Cddmio, Mercurio, Cromo, Niquel, Cobre e Chumbo, ainda nos tempos atuais continuam sendo
uma problematica da regido. Sdo encontrados nos sedimentos na regido da Baixada Santista
acima das concentracdes limites os quais provocam efeitos severos aos organismos
aqudticos.

0 estudo de Luiz-Silva et al (2002), demonstrou que o Rio Cubatdo constitui
no principal vefculo poluidor, um dos principais motivos apontados é que ele recebe a
principal carga de efluentes do setor industrial de Cubatdo (siderirgica, petroquimica
e de fertilizante), que lanca suas dguas poluidoras, e em locais que em virtude do
movimento das marés, avancam suas dguas sobre as drenagens tributdrias, promovendo a
dispersdo da poluicdo muitas vezes de metais toxicos.

0 Rio Cubatdo possui a maior poluicdo por mercurio, e historicamente vem
apresentando niveis significativos desse metal desde a década de 80, por meio de estudos
geoquimicos em sedimentos de programas governamentais. Com essa repercussdao sendo
discutida a nivel mundial, foram implantadas medidas para reduzir a poluicdo da regiado,
mas os impactos da poluicdo sdo sofridos continuamente (CETESB, 1989; LUIZ-SILVA et
al., 2002). As poluicdes dos sedimentos do Rio Cubatdo continuam a chamar a atencdo, o
que indica a necessidade de estudos mais detalhados das possiveis fontes de contaminacdo
a fim de identificar o que podem estar contribuindo com a qualidade do sedimento, como
sua fonte poluidora e seus poluentes.

CONTAMINAGAO AMBIENTAL POR METAIS PESADOS

A contaminacdo de metais pesados de efeito antrdépico, tiveram inicio na idade
Média com as atividades mineradoras, acelerando-se no século XIX com processamento de
metais em plantas quimicas e de fundicdo, com inicio das atividades industriais aliada
ao rdpido crescimento populacional (BERTOLAZI et al., 2010). O termo “metais pesados”
é utilizado para elementos quimicos, neste caso, com poder contaminante do meio ambiente,
provocando diferentes danos a biota.

Os organismos exibem diversas respostas na presenca excessiva de metais
toxicos, conferindo auto resisténcia. Os eucariotos sdo mais sensiveis a toxicidade de
metais que as bactérias, pois essas possuem mecanismos de regulacdo tipicos para as
concentracdes intracelulares de fons metdlicos (VALLS; LORENZO, 2002).

A toxicidade dos metais pesados aliada a absorc¢dao/adsorcdo constante dos ions
pelas células microbianas leva a sistemas de homeostase ou mecanismos de resisténcia
visando sua protecdo contra a toxicidade destes elementos. Portanto, a presenca
frequente destes fons metdlicos no meio ambiente servira para selecionar microrganismos
autoctones resistentes ou para gerar ou aprimorar o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia destes microrganismos frente a estes ions metdlicos.

BIORREMEDIACAQ

A degradacdo ambiental é um dos aspectos mais criticos causado direta e

indiretamente peto—homem.—Regifes que antes tinham quantidades em recursos hidricos, 7
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‘excessiva, 0 assoreamento dos rios e a poluicdo das fontes. De acordo—com a ONU, até

2025, se os atuais padroes de consumo se mantiverem, duas em cada trés pessoas no mundo
vdo sofrer escassez moderada ou grave de dgua (VICTORINO, 2007).

Cuidar da agua e usa-la de forma sustentavel é a grande preocupacdo da
sociedade responsdvel. A protecdo dos mananciais, recuperacdo de rios poluidos,
exercicio da educacdo ambiental e uso consciente da agua sdo necessarios tanto para a
qualidade de vida hoje como para a sobrevivéncia das futuras geracdes.

A biotecnologia pode contribuir muito na melhoria ambiental, minimizando os impactos
negativos causados sobre a bioesfera. Atuando em varios segmentos, e um dele, a
biorremediacdo.

Segundo Yakubu (2007), o termo biorremediacdo pode ser definido como um
processo biotecnoldgico no qual se utiliza o metabolismo de microrganismos para reduzir
0S poluentes a niveis de concentracdes aceitaveis os transformando em compostos de baixa
ou nenhuma toxicidade. Atualmente a acdo dos microrganismos sobre os metais tem sido
objeto de numerosos estudos, em virtude do seu potencial de aplicacdo.

Os tratamentos convencionais de ambientes contaminados por metais envolvem
processos fisico-quimicos de precipitacdo; floculacdo; eletrdélise; cristalizacdo ou
adsorcdo; entretanto, estes processos sdo onerosos e/ou contribuir para formacdo de
novos contaminantes ambientais, assim, torna-se necessdrio o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes e econdmicas (UNZ; SHUTTLEWORTH, 1996; LOVLEY et al, 1997/;
RIAZ-UL-HAQ; SHAKOORI, 2000; PINTO et al., 2002). Dai se destaca o processo de
biorremediacdo.

Existem microrganismos que excretam substancias que provocam a precipitacdo
dos metais sob uma forma insollvel (biomineralizacdo); outros internalizam os fons
metdlicos por meio de processos de transporte ativo (bioacumulacdo ou biossorcao);
outros ainda adsorvem passivamente os fons metdlicos sobre a superficie celular
(adssorcdo). Esses diferentes processos sdo vdlidos para a descontaminacdo de aguas
contaminadas por metais pesados, embora, a biossorcdo constitua a abordagem mais
largamente utilizada (BARKAY & SCHAEFER, 2001).

BIOFILMES E A BIORREMEDIACAQ

Embora para o homem o biofilme tenha seu lado prejudicial, como a deterioracdo
de superficies nas ciéncias médicas e na inddstria, também possui seu lado benéfico do
ponto de vista biotecnoldgico.

Biofilme é um complexo do ecossistema microbiano altamente dinamico que atua
de forma coordenada, aderidas as superficies bidticas ou abidticas (sésseis) ou
suspensas em solucdo (plancténicas), cujas células podem ou ndo estar envolvidas por
uma matriz de exopolimeros (polissacarideos, proteinas e lipideos), podendo ser formada
a partir de uma Unica ou de miltiplas espécies microbianas (SCHNEIDER, 2007; XAVIER et
al., 2003).

De acordo com Mello (2007) os biofilmes sdo constituidos por dgua,
microrganismos, substancias poliméricas extracelulares (EPS), particulas retidas e
substancias dissolvidas e adsorvidas. Portanto dois aspectos, distinguem o0s
microrganismos compondo biofilme de suas contrapartes de vida livre. 0 primeiro é a
capacidade para produzir uma matriz EPS coerente, que resulta em ligacdo firme com a
superficie (COSTERTON et al., 1987; DONLAN & COSTERTON, 2002). O segundo aspecto é o
comportamento coordenado das células incorporadas nessa matriz, devido a comunicagdo
através de um processo conhecido como Quorum Sensing. As etapas de formacdo de biofilme
estdo esquematizadas na figura 1.
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Fonte: Xavier, et al., 2003.

Segundo Mittelman (1998) os biofilmes proporcionam aos microrganismos aumento
da concentracdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme; protecdo contra fatores
ambientais agressivos como flutuacOes de pH, sais e metais pesados, desidratacdo, forcas
de tensdo de corte, bactericidas e antibidticos; possibilidade de troca de material
genético devido aos longos tempos de retencdo dos microrganismos; desenvolvimento de
micro-consércios que permitem a simbiose, uso de substrato de dificil degradacdo;
capacidade de colonizar nichos ecoldgicos.

A biorremediacdo mediada pelo biofilme é mais segura para 0S microrganismos
promovendo melhor possibilidade de adaptacdo e sobrevivéncia por se encontrarem
protegidos em uma matriz. Estudos relatam o uso de biofilmes para tratamentos de dgua
e esgoto desde 1980. Contudo, foi somente durante as dltimas décadas que 0s reatores de
biofilmes se tornaram um foco de interesse para 0s pesquisadores da drea da tecnologia
do processo da biorremediacdo (SINGH et al., 2006).

BIORREATORES

Os biorreatores sdo sistemas que podem apresentar diversas configuracdes e
arranjos. Esses sistemas sdao compostos por microrganismos e possivelmente por outros
agentes cataliticos, que agem cooperativamente com oS microrganismos. Esses sistemas
podem ser divididos em dois grupos: sistema de biomassa suspensa e sistema de biomassa
aderida em superficie (MELLO, 2007). O de biomassa suspensa, lagoa aerada agitada, lodos
ativados, reatores bioldgicos com membranas com moédulo interno/externo, sendo necessario
no final do processo que o0s microrganismos sejam separados da fase liquida, podendo ou
ndao voltar ao biorreator. 0 de biomassa aderidas, o conjunto de células microbianas
constituidas em biofilmes juntamente com as EPS, encontra-se fixada a suportes sélidos
(MELLO, 2007). Os substratos e nutrientes sdo transportados por mecanismo difusivo ao
Tongo do biofilme (CONSTERTON et al., 1995; BRANDAQ, 2002).

0 suporte de adesdo dos microrganismos pode ser fixo ou mével. No fixo, o0s
microrganismos ficam imobilizados em suportes iméveis, formando lTeito permedvel para o
efluente percolar. 0 mével sdo aqueles em que os microrganismos sdo imobilizados em
suportes que podem ser movidos mecanicamente (discos bioldgicos- “rotatting biological
contactor”) ou por acdo hidrdulica (biorreatores de Tleito expandido, fluidizado e
“airlift”) (MELLO,2007)-.

—_— —
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" Neste sistema se deggga§ﬁh6§“%@c11os Gram negativos, por possuir parede
ce1u1ar complexa com presenca de protefnas que auxiltiam-na_formacdo dos biofilmes,
capacidade de adesdo, e ainda por se destacarem pela ocorréncia generalizada de Quorum
sensing entre suas comunidades, além de estudos que demonstram sua capacidade adaptativa
e de biossorcdo em ambientes contaminados por metais pesados, devido as proteinas de
membranas que ainda estdo em estudos para melhor compreensdo de seus mecanismos de acao
(VALLS; LOURENZO, 2002; ASSAN, 2006; BURATO; COSTA; FERREIRA, 2012).

A bactéria Gram negativa, a Salmonella spp. pertence a familia
Enterobacteriacea, que como serd visto nesse estudo, enquadrara nas caracteristicas
aqui mencionadas.

SALMONELLA SUBGRUPO ARIZONAE

A Salmonella sp. € o grupo mais complexo das £nterobacteriacea, com mais de
2200 sorotipos descritos no esquema de Kauffman-White. Todas as primeiras espécies e
subgrupos de Sal/monella e Arizona sao consideradas como a mesma espécie, mas podem ser
separados em subgrupos distintos, onde se encontra a S. arizonae, que pode ser
identificada microbiologicamente (KONEMAN et al., 2001). Previamente classificada como
Arizona hinshawii, esta espécie é similar a Salmonella do ponto de vista antigénico,
clinico e epidemioldgico.

As cepas de Salmonellas sp. sdo conhecidas por serem formadoras de biofilmes
e produtoras de EPS (MALCOVA et al., 2009). Foi observado que este tipo de caracteristica
de crescimento pode ser devido a producdo de Curl7, que possui a funcdo de adesdo a
superficies, agregacdo das células e mecanismo de resisténcia ao meio ambiente (BRANDA
et al., 2005; CHEN et al., 2014).

Estudos mostram que Sa/monella spp. sao resistentes a antibidticos como:
trimetoprim, estreptomicina, sulfonamidas, neomicina, gentamicina, cloranfenicol,
tetraciclina, ampicilina e cefalosporina (D'"AOUST et al., 1990; SHANE et al., 1990;
DIAZ et al., 2006; LIU et al., 2014). A capacidade de resisténcia antimicrobiana pode
ser relacionada com o mecanismo de resisténcia aos metais pesados pois 0S genes que
expressam os fatores de resisténcia estdo inseridos no mesmo elemento génico, como
integrons presente ao cromossomo ou aos plasmideos conjugativos da Salmonella spp.
(SILVA, 2011; MOREIRA, 2012).

As alteracdes genéticas sdo complexas Jja que podem ser mantidas por tempos
indeterminados e transferidas entre as geracdes bacterianas (SILBERGELD; GRAHAM; PRICE,
2008). Ja é conhecido que as Salmonellas spp. possui o plasmideo pRST98, importante na
promocdo da formacdo de biofilmes, tornando-os mais viscosos e robustos, e hd estudos
que transferiram esse plasmideo para uma E. coli e observaram que ela apresentou
melhorias na formacdao de biofilme (LIU et al., 2014). Possuem também, o gene phsABC
presente no Operon do seu plasmideo pEB40, esse gene gera a partir de tiossulfato
inorganico o sulfeto de hidrogénio, precipitando os fons de metais; pode ser transferido
para certas bactérias, o que Thes permite tolerar ou remover 0s metais pesados do
ambiente contaminado, como pdde ser visto no estudo de Bang, Clark e Keasling (2000)
que transferindo phsABC de Salmonella para Escherichia coli DH5a, mostrou sua eficiéncia
na producdo de sulfeto de hidrogénio que resultou na remocdo do metal.

Por isso é fundamental os estudos baseados nos mecanismos de resisténcia dos
microrganismos, pois estes sdo amplamente importantes para a biotecnologia ambiental,
para o desenvolvimento de processos de biorremediacdo de ambientes contaminados com
compostos toxicos organicos e inorganicos.
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. A construcdo de um protétipo baseado em reator -de—vidro com eixo central

rotacional visando a producdo de biofilmes a partir de microrganismos resistentes a
ions metdlicos isolados de amostras de ambientes contaminados, da regido da Baixada
Santista. Identificacdo do género do microrganismo isolado utilizando técnicas cldassicas
da microbiologia.

MATERIAIS E METODOS
CONSTRUCAO DO PROTOTIPO

Foi realizada a construgdo de um protétipo de reator com eixo
central/superficie com sistema rotacional, em um tanque de vidro com volume total de
32,4 L, com suportes de acrilico e a superficie rotativa em tubo de material PVC
tracionada por um eixo central conectada ao motor, através de engrenagens, calculadas
para funcionar exatamente na velocidade de 3 rpm para a melhor aderéncia e/ou
imobilizacdo da biomassa e consequentemente formacdo de biofilmes (Figura 2).

Figura 2: Protdtipo de reator de eixo central com sistema rotacional em tanque de vidro.

COLETA AMBIENTAL

Foi realizada uma coleta no Rio Cubatdo Tlocalizado no municipio de Cubatdo
(SP), cujas coordenadas foram latitude: -23.879954 e 1longitude: -46.421845. Foram
coletados agua, sedimento e solo proximo ao corrego. Para coleta da dgua, foram usados
tubos falcon estéreis; para o sedimento no fundo do corrego, foi utilizado um instrumento
previamente higienizado chamado Van Veen. Para o armazenamento das amostras foram
utilizados sacos pldsticos estéreis. O pH no momento da coleta foi medido com tiras
indicadoras de pH e foi observado valor de pH 6, e com termbmetro de aqudrio introduzido
no sedimento, foi medida a temperatura de 23°C. A aparéncia, do rio como pode ser
observada na figura 3, era de ndo contaminacdo, com auséncia de odores.

h"--c //’,_
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Figura 3: Foto ddﬂRio

PREPARO DAS AMOSTRAS E SOLUCOES DE METAIS

As amostras coletadas foram inoculadas no protétipo, 20 ml de d4gua; o
sedimento e solo, 1 grama foram colocados em frasco Erlenmeyer contendo 100 mL de dgua
destilada, homogeneizada em proporc¢dao de 1:100 (p/v), com leve agitacdo e incubacdo a
temperatura ambiente por 20 minutos visando ressuspender todo material bioldgico
presente no homogenato.

Para o preparo das solucdes de metais, foram utilizados dicloreto de mercirio
(HgC12+), do fabricante Cromoline®, e os dicloretos de niquel (NiCl12+), cobre (CuCl2+)
e zinco (ZnC12+), do fabricante Anidrol®, homogeneizados em dgua destilada autoclavada.

Filtrados em membrana do tipo “Millipore” de poro 0,45 um (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

TECNICAS MICROBIOLOGICAS
MEIOS DE CULTIVO

0 Caldo Nutriente meio ndo-seletivo. Para meio sélido adicdo de 15 g de agar
em 1 L de dgua destilada suplementada com as mesmas quantidades dos reagentes (KASVI,
2014). Na forma liquida, nos dois primeiros testes realizados, foram utilizados 18
1itros e no teste final 12 litros devido mudanca de sistema. O protétipo foi abastecido
com o meio de cultura os metais pesados nas suas respectivas concentraces e amostras.
0 BHI (Meio Infusdo de Cérebro e Coracao) usada para ampla variedade de microrganismos,
aerobicos e anaerobicos (KASVI, 2013). Foram utilizados tubos de ensaio para crescimento
e isolamento do microrganismo coletado no protétipo. O Agar Mueller Hinton possui uma
substancial fonte de proteinas e carboidratos visando o crescimento de cepas
bacterianas. Foram utilizadas para crescimento do microrganismo coletado do protdtipo,
incubado anteriormente em meio 1iquido BHI. O Agar MacConkey é meio diferencial e
seletivo devido aos sais biliares e ao cristal violeta que inibem a maioria das espécies
gram-positivas. Bactérias gram-negativas geralmente se desenvolvem bem neste meio e se
diferenciam por sua habilidade em fermentar Tlactose (MBIOLOG, 2010). Para os meios
descritos, posterior a mistura dos componentes em agua destilada, devem ser autoclavados
por 15 minutos a 121 °C, sequido de resfriamento a temperatura ambiente.

0 meio de Rugai com Lisina destina-se a identificacdo presuntiva de
enterobactérias usado para triagem bioquimica de colénias isoladas nos meios seletivos
para bacilos gram-negativos. Para procedimento técnico 1inocula-se com agulha
bacterioldgica-até o fundo do tubo e estrias na superficie do meio. Incubar a 35° + 2°C

I—
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A coloracdo de Gram é o método de coloracao diferencial mais utilizado em
exames diretos ao microscopio. Dividindo-se as bactérias em dois grandes grupos: Gram-
positivos, retém o corante cristal violeta; e, Gram-negativas, perdem o cristal violeta,
corando-se com safranina ou fucsina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008, p. 118).

0 sistema Bactray para identificacdo bioquimica de bacilos Gram negativos
oxidase negativa (Bactray 1 e 2) ou positiva (Bactray 3), fermentadores ou ndo da
glicose. Os valores gerados serdo somados nas provas positivas, e o resultado lancado
ao manual de identificacdo de banco de dados (LABORCLIN®, 2013). Essa prova foi realizada
para confirmacdo do microrganismo que foi presuntivamente identificado primeiramente no
meio Rugai.

TESTE INICIAL

As amostras de dagua (20 mL), solo e sedimentos (diluidos em uma proporcao
(p/v) de 1:100) foram inoculados no meio Caldo Nutriente suplementado por 4 metais:
HgCl2+, NiCl2+, CuCl2+ e ZnCl2+ na mesma concentracdo, de 100 uM. Com o prototipo em
funcionamento por 7 dias, foi realizada uma coleta do biofilme formado na parede do
PVC. Para a andlise, uma pequena quantidade da amostra (biofilme) foi colocada em meio
de cultivo completo, seguido de incubacdo em estufa microbioldgica por 24 horas a 37
°C. Em seguida foram confeccionadas placas em meio Agar Mueller Hinton, para observar
0 aspecto macroscopico das coldnias. Em seguida, a partir do inoculo bacteriano crescido,
foram feitas laminas coradas pelo método de Gram.

TESTE INTERMEDIARIO

Foram utilizados o HgCl2+ na mesma concentracdo do primeiro teste (100 uM),
NiCl2+ e ZnCl12+ aumentando a concentracdo em 5 vezes a inicial passando de 100 uM para
500 pM. Foram realizados nas mesmas condic¢oes, meio Caldo Nutriente suplementado com
as solucBes de metais nas respectivas concentracdes e adicdo além das amostras
ambientais, do microrganismo isolado no teste inicial. Ap6s novos 7 dias de funcionamento
do prototipo, foram realizadas novas coletas do biofilme formado e utilizadas as mesmas
técnicas microbioldgicas utilizadas no teste inicial para a identificacdo preliminar
do(s) microrganismo(s) presente(s) no biofilme.

TESTE FINAL

0 teste final foi realizado com a inoculacdo, somente, do microrganismo
isolado no teste intermediario, o qual se mostrou, no teste de coloracdo Gram, com O
mesmo perfil do isolado no teste inicial. 0 objetivo deste teste é verificar se o
isolado conseguird crescer no meio Caldo Nutriente acrescido com ions de metais pesados:
HgC12+, NiCl2+, CuClz2+ e ZnCl12+ nas concentracOes utilizadas por Ceylan e Ugur (2012),
sendo assim, neste teste serd usada a mesma concentracdo de HgCl12+ e os outros ions 10
vezes mais concentrados se comparar com as concentracfes utilizadas no teste inicial.
Apés um periodo de 7 dias de funcionamento do protétipo, se este organismo isolado
apresentar formacdao de biofilme, ou seja, se o microrganismo continuar se mostrando
resistente, serd dada continuidade com a identificacdo microbiolégica.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Este modelo desenvolvido do protétipo veio da inspiracdao pelo sistema de
biodiscos utilizado em estacdes de tratamento de efluentes (ETEs), o qual oferece aos
microrganismos -uma-condicdo-aerdbia e além disso nos sistemas com biomassa aderida, a
denswdade do conjunto-meio de cultive. Jiquido - superficie - biomassa € bastante”

/"‘”f
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A escolha do uso do PVC para a superficie rotativa deve-se a um estudo de
Costa e colaboradores (2001), onde o PVC apresentou melhores resultados do que o
poliestireno. Além disso a velocidade de 3 rpm foi utilizada, por ser considerada uma
velocidade 6tima nestes sistemas de protdtipos, por permitir que o meio acrescido de
amostra e fons metdlicos entre em contato com a superficie de forma constante e homogénea
propiciando a proliferacdo microbioldgica; eficiente homogeneizacdo do meio e
substratos; estabilidade do biofilme evitando o desprendimento de porcdes de biofilme
aderido (DANKERT et al., 1986; PHILIPS, 2008).

Tendo em vista esses parametros e realizada a confeccdo do protdétipo, foi
feito o teste inicial por um perfodo de 14 dias. Transcorridos os primeiros 7 dias de
funcionamento do protétipo, uma amostra deste biofilme ainda parcialmente formado na
parede da superficie PVC (Figura 4-A). Foram realizadas duas andlises microscopicas em
triplicata; e inoculada em meio de cultivo liquido BHI, seguido de incubacdo por 24
horas & 37°C, a partir deste inoculo, foram feitas placas em meio Agar Mueller Hinton.
Em sequida, a partir do pré-inoculo crescido em Mueller Hinton foram confeccionadas
1aminas coradas pelo método de Gram, na qual foram observados a presenca de bacilos
Gram negativos (Figura 4-B).

Figura 4: A) Protétipo - formacdo parcial de biofilme; B) Bacilos Gram Negativos presentes em
1amina corada por Gram confeccionada com amostra coletada do biofilme formado nos 7 dias de
funcionamento do protétipo.

Ap6s os outros 7 dias restantes, um total de 14 dias de funcionamento do
prototipo, foi repetida a andlise microscépica do biofilme, completamente formado em
toda a extensdo da superficie PVC, obtendo-se o mesmo resultado (resultado ndao mostrado).

Para o teste intermediario, foi utilizado o microrganismo isolado no teste
inicial, visando testar a sua resisténcia, e talvez isolar outro microrganismo
diferente, foi adicionando também amostras ambientais (dgua, sedimento e solo/nas mesmas
condicdes anteriores). Para tanto, foi colocado o protétipo em funcionamento mantendo
a concentracdo do Hgz2+, tendo em vista ser um metal considerado altamente téxico a
célula ndo foi visto a necessidade de aumentar sua concentracdo, mas, foi aumentada em
5 vezes mais a concentracdo dos outros fons. Com o decorrer de 7 dias de funcionamento
do prototipo, foram feitas novas coletas do biofilme e realizadas técnicas
microbioldgicas iguais as do teste inicial, observando-se as mesmas caracteristicas de
Bacilos Gram Negativo isolados no primeiro teste (resultado ndo mostrado).

No teste final, foram utilizadas as mesmas concentracdes dos metais de acordo
com o Ceylan e Ugur (2012), 100 puM de mercurio e 1000 pM de zinco, cobre e niquel (10
vezes maior a concentracdo do teste inicial). Estes foram adicionados ao meio Caldo
Nutriente, junto com 5 mL de inoculo isolado no teste intermedidrio. O objetivo foi
testar esse microrganismo-em concentrages maiores de metais. A coleta do biofilme foi

realiza 6s 7 dias, inoculado i0 1iquido de cultivo BHI e incubado a 37 °C
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24 ~Apds o crescimento microbt foi semeado no meio sélido M
plicata. Aparentemente houve crescimento ~Unica bactéria, com eristicas

de coldnia com superficie convexa, de aparéncia cremosa, e que fermentou a lactose,
deixando o meio com a coloracdo rosa avermelhada, como mostrado na figura 5.

Para cultivo de uma maior variedade de microrganismos visando verificar se
ha algum outro possivel microrganismo na amostra do biofilme coletado. Este também foi
inoculado em meio Agar Mueller Hinton e observou-se a presenca de colbnias, com as

mesmas caracteristicas macroscépicas, se tratando entdo de um Unico microrganismo
(Figura 6).

Figura 6: Meio Agar Mueller Hinton com cultivo bacteriano.

Para caracterizd-las de acordo com a sua morfologia e coloracdo foram
realizadas laminas coradas com a técnica de Gram, em duplicata, em que pdde ser
confirmada a presenca de bacilos Gram negativos (Figura 7).

——
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Figura 7: Bacilos Gram e )s_isolados no teste final.

Para uma identificacdo presuntiva, a partir de uma aliquota da bactéria
isolada foi semeada em meio Rugai com lisina, em duplicata. Com incubacdo de 24 horas
em estufa microbiolégica a 37 °C. Ap6s este periodo de incubacdo observamos LTD negativo,
sacarose negativa, fermentacdo de glicose positiva, formacdo de gds positiva, lisina
negativa, motilidade e indol positivo, como mostra a figura 8. De acordo com o0s
resultados nenhum microrganismo se mostrou idéntico a este perfil encontrado, e de
acordo com a tabela de identificacdo poderfamos apenas pressupor ser um Sa/monella Spp.

Figura 8: Meio Rugai com Lisina com cultivo.

Outro método conhecido como Bactray foi realizado visando a obtencdo de um
melhor resultado para a identificacdo preliminar do microrganismo isolado neste
trabalho.

Para a realizacdo deste teste, em duplicata, foi realizada uma suspensdo a
partir de uma alfquota de bactéria em daqua destilada, pois solucdo fisioldgica contém
NaCl que interfere na leitura deste. Foi adicionado 1 mL dessa suspensdao no conjunto do
Kit do Bactray 1 e 2, o 3 ndo foi realizado porque bacilos gram-negativos fermentadores
de glicose e lactose sdo oxidase negativos sendo até um método de deteccdo para tal.
Foi incubado em estufa por 24 horas a 35 °C. ApOs esse periodo foi realizada a leitura,
e pdde-se observar as provas ONPG, ADH, H2S, PD e CIT positivas no bactray 1. No bactray
2 as provas positivas foram, RHA, ARA, SOR, SAC, MAN e RAF, como mostrado na figura 9
(LABORCLIN®, 2013).
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Figura 9: Bactray T-e-2_constando as provas positivas. .

Todos os testes foram realizados uma segunda vez em duplicata para diminuir
chances de erros ou ddvidas, e como todas as provas se apresentaram sem alteractes foram
encerrados o0s testes de identificacdo preliminar deste estudo.

De acordo com o resultado de valor numérico obtido, foi lancado ao manual de
identificacdo do Bactray onde foi encontrado a probabilidade de identificacdo, a qual
demonstrou uma eficiéncia de 85% para Arizona hinshawii, que, portanto, complementou o
resultado obtido anteriormente pelo meio Rugai, pois trata-se de um subgrupo das
Salmonellas, sendo também chamada de Sa/monella arizonae.

CONSIDERAGOES FINAIS

Com o desenvolvimento do protétipo de reator em escala laboratorial e
operacionalmente simples, o objetivo foi atingido, pois além da confirmacdo do sucesso
na funcionalidade do protétipo, foi isolado um microrganismo de amostras coletadas na
regido em estudo com histérico de contaminacdo, formador de biofilme e que se mostrou
amplamente resistente a fons de metais pesados: HgClZ+, NiClz2+, CuClZ+ e /ZnCl2+ cujas
concentracBes foram baseadas na literatura.

Utilizando técnicas microbioldgicas com provas bioquimicas foi possivel
realizar identificacdo preliminar do microrganismo isolado como sendo género Salmonella,
subgrupo arizonae, sendo classificada como Arizona hinshawii. Este microrganismo
isolado, de acordo com suas caracteristicas de resisténcia e formador de biofilme teria
potencial para ser utilizado no processo de biorremediacdo de ambientes contaminados
por metais pesados, tal qual como J& se sabe este processo é uma alternativa
biotecnoldgica viavel. Porém, por ser uma linhagem patogénica ndao poderia ser utilizada
no processo de biorremediacdo, pois uma das caracteristicas que veta o biossorvente
para 0 processo seria ser patogénico. Entretanto, ainda ha necessidade desta
identificacdo ser confirmada por meio de técnicas moleculares.

Por outro lado, caso seja confirmado este género, jd estd estabelecido na
literatura que a Salmonella por conter um vasto historico de fatores genéticos que The
confere resisténcia a um amplo espectro de antibidticos, utilizando a engenharia
genética, um destes fatores genéticos podera ser clonado em linhagens bacterianas ndo
patogénicas (BANG; CLARK; KEASLING, 2000; SILVA, 2011) resultando em Tinhagens
transgénicas ndo patogénicas e resistentes a metais pesados.

Assim, poder-se-ia estar utilizando este organismo transgénico construido a
partir de genes extraidos da bactéria isolada neste trabalho no processo de
biorremediacdo de dguas contaminadas por metais pesados.

Todavia este trabalho apresenta uma contribuicdo significativa ao processo de
biorremediacdo, ou melhor, ao meio ambiente, principalmente no que diz respeito a dgua
que a pouco tempo era considerada uma fonte inesgotdavel, e atualmente estamos cada vez
mais cientes que de fato este é um bem finito.
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