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POTENCIAL DO USO DE BACTERIAS E PLANTAS PARA A REMEDIACAO
DE COBRE EM AREAS DE VITIVINICULTURA E DE REJEITO DE
MINERACAO DE COBRE NO RIO GRANDE DO SuULY

Autor: Robson Andreazza
Orientador: Prof. Flavio A.O. Camargo

O objetivo deste trabalho foi avaliar mecanismos e estratégias para a
biorremediacdo de areas contaminadas com cobre. Esta avaliagao foi
conduzida utilizando-se, como area teste, solos de regides de vitivinicultura e
de rejeito de mineragao contaminadas com cobre. Neste solo e rejeito foram
isolados e caracterizados bactérias resistentes ao cobre. Os isolados foram
avaliados quanto as condi¢cdes oOtimas de crescimento, de sorver e reduzir
cobre. Também foram isolados e caracterizados microrganismos do solo
rizosférico de aveia preta e tansagem com capacidade de sorgdo de cobre em
meio liquido. Em relagdo as plantas, foi avaliado o potencial de fitoextragdo do
cobre por aveia preta e a fitoaumentacido desta planta por bactérias
resistentes a cobre. A biolixiviagdo do cobre e a comunidade microbiana
responsavel foi determinada utilizando solo de vitivinicultura e rejeito de
mineragdo de cobre. Os isolados de bactérias obtidas foram altamente
resistentes ao cobre e com alta capacidade de remover e reduzir o Cu(ll)
(Staphylococcus pasteuri N2 e Pseudomonas putida NA). Estes isolados
apresentaram alta capacidade de remocédo do Cu(ll) de solo e da agua. Os
isolados mais resistentes ao cobre encontrados no solo rizosférico da aveia (P.
putida A1, S. maltophilia A2 e A. calcoaceticus A6) foram inoculados na aveia e
apresentaram efeito positivo no desenvolvimento desta cultura, bem como para
a remocao de cobre nos diferentes substratos testados. A biolixiviagdo do
cobre foi observada no solo pela microbiota natural dos substratos estimulada
pela adicdo de H,SO,4 e FeSO,. Os resultados obtidos demonstram o potencial
de bactérias e plantas de aveia para a utilizagdo na remog¢ao do cobre em
areas de vitivinicultura e areas de rejeito de mineragao de cobre.

'/ Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (126 f.)
Novembro, 2009. Trabalho realizado com apoio financeiro da CAPES e do CNPq.
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POTENTIAL USE OF BACTERIAL AND PLANTS TO REMEDIATION OF
COPPER IN VINEYARD AREAS AND WASTE COPPER MINING IN RIO
GRANDE DO suLY

Author: Robson Andreazza
Adviser: Prof. Flavio A.O. Camargo

The aim of this study was to evaluate mechanisms and strategies to
bioremediation of copper contaminated areas. This evaluation was conducted
using as test areas, soils from vineyard areas and waste copper mining area,
contaminated with copper. In these soil and waste, it was isolated and
characterized copper resistant bacterial isolates. The isolates were evaluated
for the optimal conditions to grow, sorption and copper reduction. Also, it was
isolated and characterized microorganisms from Avena sativa and Plantago
lanceolata from rhyzosphere region with high copper sorption capacity in liquid
medium. In the plants, it was evaluated the copper phytoextraction capacity for
oatmeal and the phytoaugmentation of this plant by copper resistant bacteria.
Copper bioleaching and microbial community were determined using vineyard
soils and copper mining waste. It was obtained high copper resistant bacterial
and with high Cu(ll) removal and Cu(ll) reduction capacity (Staphylococcus
pasteuri N2 and Pseudomonas putida NA). These isolates showed high Cu(ll)
removal capacity from soil and water. The copper resistant isolates found in
oatmeal rhyzosphere soil (P. putida A1, Stenotrophomonas maltophilia A2 and
Acinetobacter calcoaceticus A6) were inoculated into oatmeal plants and
showed positive effect in the growth of these plants, as well as in copper
removal in the different tested substrates. It was demonstrated copper
bioleaching in the soil and waste by indigenous microbiota stimulated for H,SO4
and FeSO4 addition. Results found here present potential use of bacterial and
oatmeal to copper removal in vineyard and waste copper mining areas.
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Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (126 f.)
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1. INTRODUCAO GERAL

O cobre é um micronutriente essencial para todos os seres vivos,
porém em grandes concentracdes pode causar sérios problemas a saude. Este
micronutriente esta presente naturalmente no solo, e pode, em elevadas
concentragdes, exercer efeitos negativos nas diversas formas de vida, causando
poluicdo dos ecossistemas. Areas de \vitivinicultura sd3o d&reas com
contaminacao potencial de cobre, devido a sua intensa e continua aplicagao de
produtos agricolas contendo este elemento em sua formulacdo. Areas de rejeito
de mineracédo de cobre também sdo areas de grande risco a saude dos seres
vivos, pois sdo extensbes com altas concentragcdes de cobre e com potencial
para a contaminagao de areas adjacentes.

Para os seres humanos, a contaminagdo com cobre leva a graves
complicagcdes a saude, podendo causar cancer e até mesmo a morte. Para
organismos como plantas, fungos e bactérias, altas concentragdes de cobre
promovem uma pressao de selecdo, mantendo somente o0s organismos
resistentes neste local contaminado. Essa pressdao de selegdo pode ser
utilizada para selecionar organismos resistentes a estas condigdes e para testa-
los posteriormente quanto ao seu uso potencial para a biorremediacio.

A biorremediagao de areas contaminadas com cobre, como areas de
vitivinicultura e areas de rejeito de mineracdo de cobre, pode ser uma
alternativa viavel para a recuperacao destas areas. Para isto é necessario ser
avaliada a utilizagdo de organismos vivos resistentes com eficiéncia e baixo
custo. Contudo, é necessario o isolamento de microrganismos resistentes e
eficazes na remocgao do cobre, bem como na transformagao deste elemento em
formas mais biodisponiveis para a biorremediagdo. A selecdo destes
microrganismos resistentes ao cobre torna-se fundamental, pois nesta fase é
necessario que se selecione organismos resistentes, com caracteristicas

favoraveis a biorremediagdo, que sejam eficientes para esta fungdo. Estes
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microrganismos resistentes também podem se tornar uteis quando testados e

estudados para a utilizagdo em espécies vegetais que crescem em areas
contaminadas com cobre. Espécies vegetais podem ser utilizadas para a
remogao ou estabilizacdo destas areas, desde que previamente estudadas e
selecionadas para a resisténcia nestes ambientes. Com base na hipotese
estabelecida acima, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
mecanismos e estratégias para o uso de microrganismos e de plantas para a

remediagao de areas contaminadas com cobre.
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2. CAPITULO | — Reviso bibliogréfica

2.1 Aspectos toxicoldgicos e dinamica do cobre no ambiente

O cobre é um elemento essencial a todos os seres vivos, inclusive
aos humanos, pois atua como co-fator de uma série de metaloenzimas
envolvidas na formagdo da hemoglobina e no metabolismo de carboidratos,
xenobidticos e drogas, bem como nos mecanismos de antioxidagao celular.
Nos Estados Unidos da Ameérica, a média de ingestdo de cobre pela
alimentagdo é entre 0,93 a 1,3 mg de cobre por dia para adultos, e é
recomendado uma dieta com no maximo de 0,9 mg de cobre por dia. O cobre &
rapidamente absorvido no estdmago e no intestino, tendo sua concentragao
controlada no organismo por um mecanismo de homeostase que envolve a
inducdo e sintese de metalotioneinas. Apesar deste mecanismo prevenir parte
da toxicidade de cobre, a exposicao em niveis excessivos pode resultar em
varios efeitos a saude, incluindo danos ao figado e aos rins, anemia,
imunotoxicidade e desenvolvimento da toxicidade. A maioria destes efeitos esta
relacionada com o papel do cobre na oxidacdo das membranas ou de
macromoléculas, bem como na ligagdo do grupo sulfidrila de algumas enzimas
envolvidas na protecao celular aos radicais livres. O sintoma mais comum
relacionado a exposicdo de altas concentragcdes de cobre é a disfungao
intestinal, seguida de nausea, vomito e dor abdominal. A exposigao ao cobre
também irrita o aparelho respiratério, com aparecimento de tosse, espirro,
fibrose pulmonar, aumento da vascularidade da mucosa nasal, entre outros
sintomas. Em casos de super exposicdo ao cobre e de outros elementos tém
sido constatado o risco de cancer de pulmao e de estdmago (ATSDR, 2004). O
cobre é o unico metal cuja concentracdo € controlada pela legislacéo
brasileira, que se situa em um limite de 5mg L™ (Brasil, 1974).

Produtos e residuos contendo cobre estdo presentes em inumeras

atividades agricolas, urbanas e industriais, com grande potencial para a
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contaminacgao do solo e da agua. Entre as atividades especificas com potencial

poluidor, destacam-se as areas de mineragdo de cobre, areas de rejeito de
mineragdo, lodo de esgoto, dejeto de suinos, residuos industriais e a
vitivinicultura.

Com o acumulo do cobre na camada superficial do solo, o risco da
poluicdo ambiental, principalmente da agua, é maior e a concentragao
excessiva de cobre pode provocar toxidez as plantas, animais,
microrganismos e ao homem. Nas plantas, as concentragdes excessivas de
cobre tém causado manchas foliares, evoluindo para necrose das folhas,
desfolhamento precoce e diminuicdo do crescimento (Filho, 2005). Estes
sintomas estdo diretamente relacionados com a redugdo da producdo de
raizes, e consequente diminuicdo da capacidade de absorgdo de agua e de
nutrientes (Panou-Filotheou et al., 2001).

Assim como os demais organismos eucariotos, 0s microrganismos
eucariotos (fungos, principalmente) também s&o afetados pelo cobre e esse
fato tem sido levado em considera¢do no caso do controle de microrganismos
patogénicos. Entretanto, as células procaridticas sdo mais resistentes e
toleram elevadas concentragcdes de cobre no meio. Estas células possuem um
mecanismo de resisténcia ao cobre (homeostase do cobre), e pode ser
controlada pela atividade de metalotioneinas e chaperonas, que retém o cobre
no citosol (Arredendo & Nunez, 2005). Por este motivo, é possivel supor que o
uso de microrganismos tolerantes ao cobre e dos genes envolvidos nesta
resisténcia a altas concentragdes possam ser uteis para o estabelecimento de
estratégias para a remogado deste metal do solo contaminado para niveis
considerados adequados pela legislagdo ambiental e para as concentragdes

originais de cobre no solo.

2.2 Caracterizacdo da contaminacdo do cobre no solo e da
agua

O cobre &€ um micronutriente essencial para as plantas, mas
também é um metal pesado. A alta concentracdo de cobre na solugédo do solo
pode ser toxica aos microrganismos, plantas, animais e humanos. O teor
natural de cobre em solos é muito variavel, dependendo da rocha matriz e da
intensidade dos processos de formacado do solo (fisico-quimico e bioldgico)

sobre a rocha e esta predominantemente associado a fase solida do solo. As
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formas soluveis e trocaveis representam menos que 10% do teor total do

cobre em solos e, normalmente sdo encontrados teores entre 1 a 3%. Na
litosfera o teor médio total é de 70 mg kg™', no solo varia de 2 a 100 mg kg™ e
nas aguas superficiais as concentragdes sdo menores que 0,020 mg L™ (King,
1996; CETESB, 2006). As principais fontes antropogénicas de cobre no solo
sdao a mineracdo e o beneficiamento de seus produtos, a queima de
combustiveis fbésseis, aplicacdo de defensivos, corretivos, fertilizantes
agricolas, lodos de esgotos (urbanos ou industriais), aguas residuais e de
residuos industriais. Se uma ou varias dessas fontes s&o utilizadas de modo
continuado para fins agricolas podem causar o acumulo do elemento no solo
(Martins, 2005).

O cobre ¢é influenciado pelas seguintes propriedades: pH, potencial
redox, textura, composi¢ao mineral (conteudo e tipos de argilas e de 6xidos de
Fe, Al e Mn), CTC, quantidade e tipo de componentes organicos no solo e na
solucdo, presenca de outros metais pesados, temperatura do solo, conteudo
de agua e outros fatores que afetam a atividade microbiana (Adriano, 1986).
Os trés principais modos de retencdo do cobre no solo sdo: adsorcdo nas
superficies das particulas minerais, complexacao por substancias humicas em
particulas organicas e reagdes de precipitagcdo (Khan & Scullion, 2000). A
adsorcao do cobre pode ser definida como o acumulo do elemento na
interface entre a superficie sélida e a solugdo adjacente (Sposito, 1989). No
solo, a adsorgao é o principal processo para o entendimento da disponibilidade
do cobre, pois indica a solubilidade, a mobilidade e a disponibilidade para as
plantas. Deste modo, nos estudos dos fenbmenos de adsorgéo, as isotermas
descrevem a relagdo entre o cobre adsorvido (adsorvato) pelo sdlido
(adsorvente) e a concentragao do cobre na solugdo em equilibrio (Shuman,
1975).

A matéria organica (MO) possui grande superficie especifica, carga
liquida negativa dependente do pH do meio e capacidade de formar quelatos
organicos (Sposito, 1989). Devido a este motivo, em solos cujos teores séo
elevados, o cobre é complexado em formas organicas insoluveis,
permanecendo indisponivel ou nao causando toxidez para as plantas
(Bertoncini & Mattiazzo, 1999). Os principais responsaveis pela ligagdo do
cobre com a MO sao os acidos humicos e fulvicos, formando complexos

estaveis. A habilidade destes acidos em formar complexos estaveis com ions



7
metalicos pode ser atribuida ao seu alto conteudo de grupos funcionais

contendo oxigénio como carboxilicos, hidroxilicos, fendlicos e alcoodlicos
(Stevenson, 1995). Em solos do RS cultivados ha mais de 15 anos com videira
tratada com fungicida cuprico, verificou-se que mais de 70% do cobre estava
associado a MO (Nogueirol et al., 2005). A fracdo de cobre mais importante
para as plantas € na forma catiénica (Cull). A concentracdo de cobre nesta
forma na solugdo do solo € muito baixa devido ao valor do pH do solo e a
afinidade do elemento pelos compostos organicos. A disponibilidade do cobre
diminui com o aumento do pH do solo. E provavel que o cobre forme
hidroxidos e estes precipitem quando o pH do solo for maior que 7,0 (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). Portanto, o pH e a MO sao os principais fatores
que afetam, direta e indiretamente, a disponibilidade de cobre no solo (Yin et
al., 2002).

O uso prolongado de alguns defensivos agricolas tais como os
fungicidas, inseticidas e herbicidas com principio ativo a base de sulfato de
cobre, hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre e outros, pode promover o
acumulo deste metal no solo, além de contaminar a cadeia tréfica e reduzir a
producédo de culturas agricolas (Lopez-Mosquera et al., 2000; Santos et al.,
2004).

2.3 Areas contaminadas com cobre no Rio Grande do Sul

No estado do Rio Grande do Sul, a contaminagao com elevadas
concentragcdes de cobre ocorrem na serra do nordeste, nas areas de
vitivinicultura, e na serra do sudeste, nas areas de mineragcao de cobre. Em
relacdo a producdo nacional de uvas, o Rio Grande do Sul é o principal
produtor e a cultura tem grande importancia econdmica e social, pois sua
producdo se concentra na regido da Serra Gaucha, sendo cultivada em
pequenas propriedades, de topografia fortemente ondulada a montanhosa e
com mao-de-obra familiar. Como os vinhedos estdo situados em areas
ingremes, existe maior probabilidade de ocorrer erosao hidrica, principalmente
quando ndo sao utilizadas praticas de conservagdo do solo. Uma grande
diversidade de espécies esta sendo utilizada para proteger os solos dos
parreirais, mas o manejo inadequado tem causado o aumento da erosao do
solo, devido a topografia da regidao. Outro fator que contribui para redugao da

produtividade dos parreirais é a ocorréncia de doengas e pragas,
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principalmente na regido tradicional de cultivo, promovendo o aumento do uso

de produtos fitossanitarios a base de cobre. Esses problemas podem estar
direta ou indiretamente associados ao manejo do solo, da cobertura verde, da
suas interagdes e da contaminagao do solo e da agua.

A videira € uma cultura que apresenta grande incidéncia de
doencas. Entre as mais importantes esta o mildio, ou mofo, causado pelo
fungo Plasmopara viticola. Existem varios produtos recomendados para a
prevencdo e eliminacdo do mildio. Todavia, os produtores utilizam ainda em
grande escala a calda bordalesa [CuSO4 + Ca(OH);] - mistura de sulfato de
cobre e cal, diluidos em agua) como fungicida preventivo da doenca
(Murayama, 1980). Embora seja um fungicida de uso relativamente antigo, &
considerado um dos produtos mais eficientes no combate de algumas doengas
de plantas, principalmente das frutiferas. Assim, a utilizagdo continuada de
calda bordalesa nas areas de vitivinicultura para o controle de doengas
fungicas promove o acumulo de cobre nos solos. O teor de cobre nos solos
pode atingir niveis muito elevados, o que prejudica o desenvolvimento e a
producdo das plantas de cobertura. Conforme Kabata-Pendias & Pendias
(2001), o teor de cobre maior que 100 mg kg~ no solo é considerado
excessivo e pode ocorrer fitotoxidez. Plantas de aveia cultivadas com adi¢&o
de doses crescentes de cobre apresentaram grande redug¢do do crescimento e
desenvolvimento na dose de 100 mg de cobre kg’ de solo (Santos et al.,
2004). Nos solos da regiao existem levantamentos que demonstram a
presenca de mais de 1200 mg de cobre kg™ de solo (Mastsuoka, 2006).

As areas de rejeito de mineragao de cobre do Estado do Rio Grande
do Sul estdo localizadas na Microbacia do Arroio S&o Jo&o. As minas do
Camaqua sao formadas por mineralizagdes sulfatadas de cobre em rochas
sedimentares. A jazida situa-se na por¢ao central do Estado do Rio Grande do
Sul, no municipio de Cagapava do Sul, 300 km a oeste de Porto Alegre. A
mina foi descoberta em 1865 e representou durante mais de um século o
principal depdsito metalico do sul do pais, exaurindo-se em 1996. Durante
esse periodo, houve varios ciclos intermitentes de exploracdo do minério de
cobre e boa parte dos efluentes e rejeitos foram langados diretamente no
arroio Sao Joao (Laybauer, 1998), tornando desta forma, um ambiente
contaminado e potencialmente toxico aos seres vivos. Além do mais, a

atividade de mineragcao de cobre aumenta os teores naturais de Cu, Fe, Al e
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Zn, assim como nos valores de pH, condutividade elétrica e sdlidos em

suspensdo na agua. O impacto desta atividade é evidenciado tanto pelo
acréscimo significativo das concentragbes médias, quanto por altos valores de
dispersdo na regidao sob influéncia da mineracédo, o que é caracteristico da
influéncia antropica (Laybauer, 1995; 1998), produzindo também, grandes
quantidades de rejeito de mineragdo com alto potencial de contaminagdo ao
ambiente.

Com relacéo ao rejeito de mineragdo, apesar de apresentar pouca
umidade (baixa capacidade de campo), tem baixa condutividade hidraulica, em
razdo da sua elevada quantidade de areia fina, que teria reduzido a
macroporosidade, dificultando a percolagdo da agua (Laybauer, 1998). Isto
também é encontrado em rejeito de mineracao de ferro. Um residuo com alta
limitagcdo quimica e fisica para a sua revegetagao, devido aos baixos teores de
macro e micronutrientes, alta densidade do solo e baixa retencdo de agua
(Silva et al., 2006). As areas de rejeito de mineragcédo de cobre apresentam um
alto potencial na contaminagao de seres vivos e também de areas adjacentes.
Somado as caracteristicas fisicas e quimicas deste rejeito torna-se uma area
de dificil recuperacdo mas com possibilidade de remediagcado utilizando-se

sistemas bioldgicos.

2.4 O cobre em organismos e mecanismos de resisténcia

A grande maioria dos microrganismos necessita do cobre em
pequenas quantidades, mas podem ser afetadas pela superexposi¢ao a este
metal. Para manejar com este problema, os organismos desenvolveram
mecanismos de resisténcia para sobreviver em ambientes, tanto limitantes em
cobre, como em concentragdes toxicas as células. A homeostase das células
procaridticas é conferida por quatro genes arranjados no operon cop. Este
operon possui um sistema de regulacédo génica que é expresso em fungéo da
quantidade de cobre na célula. O gene copA capta o cobre quando o cobre é
limitante e transporta para o citoplasma, ao passo que o copB remove o cobre
de dentro das células quando ha concentragbes toxicas. O gen copY é o gen
repressor e regula a concentragdo de cobre na célula (Solioz & Stoyanov,
2003). O mecanismo de protecédo das células ao cobre é feito pelo gene copY
que reprime as ATPases copA e copB, diminuindo o transporte deste elemento

para o citoplasma, evitando a morte celular pela exposicdo a concentracbes
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téxicas de cobre (Figura 2.1). O cobre s6 pode ser transportado pelas

ATPases quando esta na forma reduzida Cu(l), e deste modo, as células
necessitam de enzimas como a cobre redutase para reduzir o Cu(ll),
disponibilizando o cobre para o transporte intracelular (Solioz & Stoyanov,
2003). A enzima cobre redutase é codificada pelo gene ndh em Escherichia
coli, e foi demonstrado que a redu¢ao do cobre pode ocorrer em dois sitios. No
sitio I, o cobre é reduzido entre NADH e quinona, e no sitio Il, entre quinonas e
citocromo bo e bd no ciclo do cobre (Montelongo et al., 2006). A enzima
redutase de cobre pode estar associada a mecanismos do transporte de
cobre, provavelmente quando o microrganismo cresceu em concentragdes
elevadas do metal. A homeostase do cobre celular pode ser controlada pela
atividade das metalotioneinas e chaperonas, que retém o ion cobre né&o livre
no citosol (Arredendo & Nufez, 2005).

Bactérias podem desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia
ao cobre, tanto no cromossomo como no plasmideo contendo genes de
resisténcia a concentragdes tdxicas de cobre. Estes mecanismos também
incluem a reducédo do transporte do cobre, complexacao pelos componentes
celulares e acumulo de concentracbes de cobre internamente na célula.
Similar as bactérias, os fungos podem desenvolver varios mecanismos de
resisténcia ao cobre, como engrossamento da parede celular, a redugdo de
citosina e quitina e o aumento da propor¢cao de metalotionéinas (Cervantes &
Corona, 1994). Alguns destes plasmideos ja foram identificados como o
plasmideo R124 de E. coli que codifica a repressdo da sintese da proteina
OmpF e o plasmideo Rts1 que reduz a acumulagcdo do cobre (Rossow &
Rowbury, 1984). A resisténcia encontrada no plasmideo pVT1, isolado de
Mycobacterium scrofulaceum precipita sulfato de cobre (Erardi et al., 1984) e o
no plasmideo pPT23 encontrado no isolado de Pseudomonas syringae forma

quelatos de proteinas com cobre (Bender & Cooksey, 1986), entre outros.
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FIGURA 2.1. Transporte de cobre simplificado em Procariotos (gram-negativos)
(adaptado de Whiteley & Lee, 2006). Membrana externa (ME),
membrana interna (Ml).

Altas concentracbes de ions de cobre no ambiente exercem uma
pressdo de selecdo promovendo a sobrevivéncia de microrganismos que
tenham determinantes genéticos para a resisténcia ao metal (Cervantes &
Corona, 1994). Como exemplos, a bactéria Desulfovibrio spp. complexa o
cobre pela producéo de sulfato, reduzindo o potencial téxico do cobre para a
bactéria (Temple & Leroux, 1964), ao passo que a Klebsiella pneumoniae tem
uma adaptacao transitoria fisiologica (Baldry et al., 1977), a Escherichia coli
tem um aumento de proteinas na membrana, provavelmente envolvendo o
transporte do cobre (Luktenhaus, 1977), as cianobactérias formam complexos
de cobre com metalotianeinas (Olafson, 1986) e o Vibrio algynolyticus forma
complexos do cobre com proteinas excretadas (Harwood-Sears & Gordon,
1990). De modo geral, o potencial de uso dos mecanismos de resisténcia ao
cobre conferido pelos microrganismos € muito grande e podem ser estratégias
adequadas para a remogao do cobre de ambientes contaminados.

Em relagcdo as plantas, o cobre é um mineral essencial para o
crescimento, participando da sintese de proteinas, do metabolismo de
carboidratos e da fixagao simbidtica de N, (Marschner, 1995). O cobre é

absorvido pelas plantas como ion Cu(ll) ou como quelato e geralmente é
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pouco movel na planta. A concentracdo nas plantas ndo é tdo expressiva e

varia entre 2 & 20 mg kg” na matéria seca. Concentragdes mais elevadas
podem ser toxicas para algumas plantas como citros e leguminosas (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). O excesso de cobre leva a um menor
desenvolvimento das raizes, diminuicdo da absor¢do de agua e de nutrientes.
A tolerancia das plantas ao cobre esta associada ao acumulo deste nas raizes
e a restricdo do seu transporte para a parte aérea (Mantovani, 2009).
Eucariotos como fungos, algas e plantas sdo mais sensiveis a
toxidez de cobre, comparadas as bactérias que além da homeostase,
apresentam outro mecanismo de resisténcia que é a expressao de uma familia
de proteinas queladoras de metais chamadas de metalotioneinas (Camargo et
al., 2007). Estas proteinas séo sintetizadas especificamente para ligar-se a
metais e sado induzidas pela presenga dos mesmos (Mejare & Bullow, 2001).
Dentre essas moléculas, a producao de metalotioneinas ou de fitoquelatinas
constitui o principal mecanismo de resisténcia a metais em eucariotos.
Metalotioneinas sdo pequenos peptideos (6 - 7 kDa), ricos em
cisteina, encontradas em animais, plantas, microrganismos eucariotos e alguns
procariotos. A biossintese de metalotioneinas € regulada em nivel de
transcricdo e é induzida por varios fatores, como hormdnios, agentes
citogénicos e metais, incluindo o Cd, Zn, Hg, Cu, Au, Ag, Co, Ni e Bi. As
metalotioneinas sao divididas em trés diferentes classes de acordo com o
conteudo de cisteina e da estrutura peptidica (Hamer, 1986). As
metalotioneinas produzidas por mamiferos compreendem a classe | e sao
compostas de cerca de 61 aminoacidos, sendo 35 % de cisteinas, com dois
dominios distintos, que podem coordenar sete metais divalentes e 12
monovalentes. As metalotioneinas produzidas por leveduras, cianobactérias e
algumas plantas pertencem a classe Il e sdo também de baixo peso molecular
e ricas em cisteina, que, diferentemente daquelas da classe |, apresentam
distribuicao diferenciada das cisteinas na estrutura protéica. Os membros da
terceira classe de metalotioneinas sao responsaveis pela formagao de
complexos metalicos com metais pesados em plantas e, usualmente,
chamadas de fitoquelatinas (Zenck, 1996). A biossintese das fitoquelatinas é
induzida por varios metais como o Cd, Hg, Ag, Cu, Ni, Au, Pb e Zn, sendo o Cd

0 maior indutor.
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2.5 Uso de microrganismos e plantas para a remediacédo de

cobre

A biorremediagdo é uma estratégia que combina processos
biotecnolégicos com a engenharia ambiental, aplicada para solucionar ou
atenuar os problemas causados pela contaminacdo ambiental. E definida
como a aplicagdo de processos bioldégicos a conversdo de contaminantes
ambientais em substancias inertes. Geralmente, a remediacdo de ambientes
contaminados por meio de métodos quimicos e fisicos é de custo elevado e de
pouca eficiéncia e geralmente geram produtos secundarios que necessitam de
tratamento adicional. O uso de organismos (microrganismos ou plantas) ou de
seus processos para atenuar ou remover um contaminante ambiental € uma
alternativa de baixo custo, eficiente e ecologicamente aceitavel. Para a adogéo
da biorremediacdo como pratica, devem ser obedecidos alguns critérios como:
a) o organismo a ser escolhido deve possuir habilidade catabdlica para
degradar o contaminante para niveis abaixo do recomendado como minimo
pela legislacdo; b) o contaminante deve estar biodisponivel; c) o solo deve
apresentar condicbes satisfatérias para manter o crescimento de
microrganismos, plantas e atividade de enzimas; d) o custo da biorremediagcao
deve ser menor do que as demais tecnologias para remover o contaminante. A
biorremediacédo de metais € mais complexa que a de compostos organicos,
uma vez que metais ndo se degradam quimicamente e/ou biologicamente.
Todavia, a biorremediagédo de areas contaminadas com cobre pode ser
possivel em fungdo das estratégias a serem adotadas (Camargo et al., 2007).

Inicialmente é necessaria a selecdo de organismos tolerantes ao
cobre e a identificacdo de mecanismos de resisténcia. Isso é possivel de ser
obtido em areas contaminadas que podem ter pré-selecionado organismos
resistentes em fungcdo da exclusdo exercida pela presenca de cobre em
concentragdes toxicas (Atlas & Bartha, 1997). As estratégias para a remogéao
de metais podem envolver a biossor¢ao (uso de biomassa viva ou morta, livre
ou imobilizada, onde os organismos podem estar absorvendo ou adsorvendo o
metal), precipitacdo (em presenca de sulfetos soluveis), complexagdo (na
parede ou em materiais extracelulares) e enzimas (redugdo ou oxidagao do
metal para formas menos toxicas ou atdéxicas), entre outras (Camargo et al.,
2007).
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Em relacédo ao cobre, existe uma série de resultados que indicam o

potencial do uso de microrganismos para a remog¢ao/imobilizagdo deste metal
pelos microrganismos. Esta remocdo pode ser realizada por diferentes
microrganismos como Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, Céandida,
Saccharomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces entre outros (Tabela
2.1). Os microrganismos podem ser resistentes até 6000 mg kg™ de cobre,
como descrito por Umrania (2006), que absorveram 97,5% do cobre nesta
concentragcdao e foi verificado que o mecanismo de resisténcia estava
relacionado a adsor¢ao e compartimentalizacdo do cobre dentro da célula.
Alguns organismos podem ser grandes acumuladores de cobre dentro da
célula, como no caso da Pseudomonas syringae que pode acumular cerca de
120 mg de cobre (12%) por grama de massa seca celular (Cooksey & Azad,
1992), podendo ser uma alternativa de remocédo do cobre do ambiente.
Quando estudado a sorgao de cobre por bactérias da rizosfera de trigo, foram
isoladas as bactérias Bacillus sp. e Pseudomonas sp., e foi demonstrado que
o Bacillus adsorveu mais Cu(ll) e Mn(ll) do que a Pseudomonas em todas as
concentragdoes estudadas desse metal. O maior tempo de exposicdo aos
metais implicou em maior sorgdo de cobre pelos isolados (Voss & Thomas,
2001). Essa grande gama de microrganismos e condigdes para remogéo do
cobre, como pH, temperatura e concentragcdo de cobre, torna eficiente a
utilizagdo de organismos resistentes para a biorremediagdo de ambientes
contaminados com cobre.

A sorgéo do cobre por microrganismos pela biomassa celular pode
ser uma das alternativas mais eficientes para a remocdo do cobre dos
ambientes contaminados. Outra condicao que favorece esta sorcao do cobre,
sdo estudos de reducdo dos microrganismos, onde esta transformacao do
cobre divalente (Cu(ll)) para o cobre monovalente (Cu(l)) facilita a entrada do
cobre nas células, e também pode melhorar a mobilidade do cobre no
ambiente, consequentemente, aumentando a capacidade de remocdo do
cobre pelos microrganismos.

Como na biorremediacdo de areas contaminadas s&o utilizados
organismos vivos, as condigdes ambientais sdo essenciais para o crescimento
destes organismos. Entre as condi¢des ambientais que influenciam a reducéo
microbioldgica do cobre, destacam-se o pH, a temperatura, a concentragado do

metal pesado e a quantidade de indculo resistente (Shakoori et al., 2000;
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Camargo et al., 2003; 2004a; 2004b; Capitulo 1ll), o solo, a agua de irrigacao,

a quantidade de matéria organica e os 6xidos manganicos (Cifuentes et al.,
1996). Além disso, as enzimas também sdo sensiveis as condigbes

ambientais, como 0s microrganismos.

TABELA 2.1. Remocdo do cobre por microrganismos utilizados na
biorremediacdo de ambientes contaminados com cobre.

Microrganismo Mecanismo [Cu] Inicial [Cu] Final pH Referéncia
mg L™

P. putida PCZ1 adsorcao 31,75 23,81 4.5 Chen et al., 2009

P. putida NA sorgéao 300 189 7,0 Capitulo 11l

P. putida NA reducéo 300 190 7,0 Capitulo Ill

S. pasteuri N2 sorgéo 300 218 7,0 Capitulo Il

Bacillus sp. sorgéo 42,5 23,5 5,0 Voss & Thomas,
2001

Pseudomonas sp. sorgao 42,5 271 5,0 Voss & Thomas,
2001

B. pumilis N11 sorgao 300 227 7,0 Capitulo Il

P. aeruginosa AT18 adsorg¢ao 5 4,75 7,7 Silva et al., 2009

P. syringae sor¢ao 1000 880" 7,0 Cooksey & Azad,
1992

Penicillium sorgao 1000 892* 50 Li et al., 2008

simplicissimum

Candida sp. sorgao 708 610,4 3,0-5,0 Donmez & Aksu,
1999

Saccharomyces sorgao 291,2 253,3 3,0-5,0 Donmez & Aksu,

cerevisiae 1999

Kluyveromyces sorgao 488 438,2 3,0-5,0 Donmez & Aksu,

marxianus 1999

Schizosaccharomyces  sorgao 101,3 90,4 3,0-5,0 Donmez & Aksu,

pombe 1999

Pseudomonas sp. sorgao 127 126,9* 7,0 Choudhary & Sar,
2009

*Valores calculados em mg de cobre por g de massa seca (mg g™).

A fitorremediacdo € um processo de biorremediacao que utiliza
plantas para remover metais pesados do ambiente pela absor¢cdo, acumulagao
ou transformacao do metal em sua biomassa vegetal, sendo uma ferramenta
que pode ser usada para a remediagao de areas contaminadas com metais
pesados (Tabela 2.2). Algumas espécies vegetais podem ter maior ou menor
tolerancia aos metais pesados existentes no solo (McCutcheon & Schnoor,
2003), sendo necessaria a selegcao de espécies vegetais para avaliar o maior
potencial para absorver estes metais do solo. Com base nisto, Coates (2005)
avaliou o potencial de 16 espécies arboreas para a fitorremediagcdo de metais
pesados da agua escoada de antigas minas de cobre no Peru. Observou que
somente trés delas foram eficientes para o crescimento e produgcdo de massa

vegetal irrigado com o liquido remanescente da mina. A espécie Tamarix
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aphylla foi a que obteve melhores resultados de crescimento e producéo de

massa entre todas as espécies estudadas.

TABELA 2.2. Utilizagao de plantas na fitorremediagao de areas contaminadas

com cobre.

Planta Cu(ll) no solo Cu(ll) na fitomassa Referéncia
-------------- mg kg -

Trifolium repens L. 1000 850 Wang et al., 2008
Elsholtzia splendens N.F.M. 1000 3200 Wang et al., 2008
Elsholtzia splendens N.F.M. 237 550 Chen et al., 2005b
Elsholtzia splendens N.F.M. 317 490 Chen et al., 2006
Trifolium repens L. 317 360 Chen et al., 2006
Rumex japonicus H. 1044 185,6 Ke et al., 2007
Brassica juncea L. 150 188 Ma et al., 2009
Withania somnifera D. 12,7 463 Khatun et al., 2008
Glycine Max L. 23 130,9 Murakami & Ae, 2009
Oryza sativa L. 23 49,1 Murakami & Ae, 2009

Algumas espécies vegetais sao mais resistentes e podem ter uma
maior capacidade de extragcdo de metais pesados como o cobre, quando em
comparacao a outras espécies. Uma planta com alta capacidade de extracao
de cobre é a Elsholtzia splendens, pois reduziu em 30% a quantidade de cobre
na rizosfera em comparagdo aos teores iniciais do solo contaminado,
associado a uma grande producdo de fitomassa neste ambiente (Jiang et al.,
2004). A aveia preta € uma planta de alta produ¢cédo de massa e boa produgéo
de gréos (Santos et al., 2004). Devido a grande produgdo de massa vegetal, a
aveia preta pode ser uma alternativa para a fitorremediagao.

A fitorremediacao pode apresentar baixa eficiéncia na remogao dos
metais pesados do solo. Esta limitacdo pode ser diminuida quando € utilizada
juntamente com alternativas que envolvam o estimulo a microbiota rizosférica
da planta, podendo ser uma estratégia mais eficaz a médio e longo prazo para
a biorremediacao in situ de locais contaminados com metais pesados (Khan et
al., 2000). A rizosfera € um ambiente diferenciado no solo, pois as plantas
modificam o ambiente em varios aspectos de concentracdes de nutrientes, pH,
temperatura e exsudatos radiculares como acidos organicos de baixo peso
molecular (Moreira & Siqueira, 2006). A rizosfera também ¢é o local onde ha
maior contato entre planta e solo, agindo diretamente na absor¢do de
nutrientes e metais pesados pela planta. A absorcédo das plantas é fortemente
influenciada pelo pH, e também ¢é afetada pela presenca de calcio e
manganés, pois estes dois elementos competem pelo sitio de ligagdo com o

cobre (Pedler & Parker, 2002). Os organismos que estdo localizados na regi&o
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da rizosfera podem melhorar ou aumentar a absor¢cao e a biodisponibilidade

de metais pesados, como o Cu e Zn que estdo contaminando o solo, retirando
estes metais pela solugdo do solo (Chen et al.,, 2005a). Alguns destes
organismos podem ser os fungos micorrizicos arbusculares e algumas
bactérias promotoras de crescimento, favorecendo o crescimento de plantas

hiperacumuladoras como a Elsholtzia splendens (Khan, 2005).

2.6 Consideracdes finais

O cobre é um metal pesado téxico a todos os seres vivos quando
encontrado em altas concentragbes no ambiente. Além disso, estes ambientes
impactados modificam a populagdo normal de organismos, e seleciona
organismos resistentes como plantas e microrganismos. Por isso, € necessario
a remediacdo destes locais contaminados com a utilizacdo de técnicas
eficientes e com um menor grau de impacto negativo ao ambiente. A
biorremediacdo € um processo que pode ser utilizado nestes casos, pelo seu
baixo custo, alta eficiéncia, impacto positivo no ambiente e é altamente aceito
pela sociedade. Mecanismos de remocdo de cobre pela utilizacdo de
microrganismos e plantas fitorremediadoras sédo estratégias estudadas, mas
adaptacdes e melhorias nas condigcdes de biorremediacdo sao necessarias
para o sucesso na remediacdo de qualquer area contaminada, pois todas as
areas sao diferentes e com caracteristicas proprias que devem ser levadas em
conta para a potencializagado destas técnicas na biorremediagédo. Por isso, o
isolamento de organismos resistentes que mantenham o seu desenvolvimento
nestas areas impactadas torna-se a alternativa mais eficaz para a
biorremediacao destes ambientes.

Areas de rejeito de mineracdo sdo areas diferentes de areas de
vitivinicultura, tanto fisicamente quanto quimicamente. Isto deve ser levado em
conta quando for estabelecido estratégias para a biorremediagdo destes
locais. Areas de rejeito sdo areas com substrato totalmente desestruturado e
impréprio para a vida, pois apresentam baixas concentragdes de nutrientes e
altas concentragdes de cobre. Porém, a utilizagdo de microrganismos pode ser
eficaz para a remocdo do cobre, deste que o isolamento e selecdo de
microrganismos resistentes e eficazes na adsorgcéo de cobre nestes ambientes
seja estudada e adaptada a estes locais. Em solos vitivinicolas contaminados

com cobre, apresentam outro tipo de problema, sdo solos localizados em
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regides ingremes, e com uma cultura permanente (videiras) de alto valor

comercial. Estas culturas devem ser preservadas e todas as técnicas
empregadas para a biorremediagdo devem ser cuidadosamente estudadas
para nao impactar negativamente as videiras, como adi¢cao de acidos e outros
produtos quimicos.

O estudo da area impactada negativamente com cobre, levando em
conta todas as suas caracteristicas e peculiaridades, como concentragcéo de
cobre, declividade, caracteristicas fisicas e quimicas, umidade, temperatura,
entre outras, é fundamental para planejar as estratégias de remediagcao destas
areas. Os microrganismos isolados destes locais, devem ser selecionados e
estudados quanto as condi¢bées ambientais 6timas de crescimento o remocéao

do cobre.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ISOLADAS DE AREAS
CONTAMINADAS COM COBRE



3.1 INTRODUCAO

O cobre € um micronutriente essencial para os organismos Vvivos.
Em altas concentragdes, pode ser toxico para a maioria das formas de vida,
incluindo os microrganismos (Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994). Antes do
reconhecimento da existéncia de microrganismos na terra, os Egipcios,
Gregos, Romanos e Astecas utilizaram compostos com cobre para a higiene e
para o tratamento de doencas (Michels, 2006). Atualmente, muitos fungicidas,
tintas, medicamentos antimicrobianos, produtos de higiene bocal, aparelhos de
higiene médica, antissépticos e outros produtos contém cobre como agente
antimicrobiano (Michels, 2006).

Atividades de mineragdo da sociedade moderna, uso extensivo de
cobre pela industria e como pesticida na produgdo agricola, sdo as maiores
fontes de poluicdo de cobre nos solos e aguas. Metais pesados téxicos sao
uma grande ameaga a saude dos humanos, biodiversidade e aos ecossistemas
(Navarro et al., 2008). Nos vinhedos, a contaminagao de cobre pela aplicagao
da calda bordalesa pode impactar negativamente a produgdo de uvas e a
saude humana. Consequentemente, o desenvolvimento de métodos para a
remocao de metais pesados toxicos como o cobre de agua e solos é
atualmente uma area de intensa pesquisa (Chen et al., 2005; 2007a; 2007b;
Umrania, 2006; Melgar et al., 2007; Freitas et al., 2008; Okeke, 2008; Okeke et
al., 2008; Vilar et al., 2008, 2009; Sari et al., 2009; Amini et al., 2009; Cajocaru
et al., 2009; Ozer et al., 2009; Uzel & Ozdemir, 2009).

Tecnologias de tratamento como adsor¢géo idGnica de cations,
eletrodialise, precipitacdo e reducdo quimica podem ser utilizadas para a
remogao de metais pesados (Krishna & Philip, 2005). Estes métodos sdo mais
caros quando comparados com o0s processos de biorremediacdo. A remocao
biologica de poluentes é atrativa, pois € considerada ecologicamente aceitavel,

de baixo custo e eficiente (Camargo et al., 2003; Camargo et al., 2004a; 2004b;
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Chen et al., 2007a; 2007b; Freitas et al., 2008; Okeke et al., 2008; Okeke,

2008; Uzel & Ozdemir, 2009). Ambientes contaminados selecionam
microrganismos resistentes aos poluentes (Atlas & Bartha, 1997).
Microrganismos que sao resistentes a compostos quimicos toxicos e
recalcitrantes podem ser isolados de sitios poluidos e posteriormente utilizados
para a remediacdo destes contaminantes especificos para os quais eles sao
resistentes (Voss & Thomas, 2001; Chen, et al.; 2005; 2007a; Umrania, 2006;
Morales-Barrera et al., 2008; He et al., 2009).

A biossor¢cao € um importante processo de biorremediagcao para a
remogao do cobre e outros metais pesados do ambiente. Neste estudo foram
isolados bactérias de solos de vitivinicultura e rejeito de mineragdo de cobre,
com o objetivo de avaliar a resisténcia e a capacidade de remover o cobre do

ambiente e caracterizagao genética dos isolados mais eficientes.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostras de solo

As amostras de solo foram coletadas de trés areas contaminadas
com cobre do Sul do Brasil. Dois deles foram coletados de areas de
vitivinicultura contaminadas com cobre localizadas na estagao experimental da
EMBRAPA Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS, Brasil (29°09'63,92"S e
51°31'39,40"0). Estes dois solos foram classificados como NEOSSOLO Litdlico
distrofico tipico e CAMBISSOLO Humico aluminico tipico (Streck et al., 2002).
A amostra de Rejeito de mineracdo de cobre foi obtida das areas de mineragéo
de cobre de Cacapava do Sul, RS, Brasil (30°29'43,48"S e 53'32'37,87"0). A

caracterizagao do solo e do rejeito estdo descritas na Tabela 3.1.

TABELA 3.1. Caracteristicas fisicas e quimicas dos solos vitivinicolas e rejeito
de mineragao de cobre.

Tratamento pH CTC MO Argila Cu Zn Mn
1:1 cmol,dm®  gdm® 73— mg dm™> -
Neossolo 6,3 17,2 2,6 19 207 19 55
Cambissolo 6,0 13,9 2,5 29 142 18 35
Rejeito 7,9 - 0,9 02 576 0,8 02
Ca Al Mg H+ Al S P K
----------------- cmol, 13 { R —— -------- Mg o1 1 e —
Neossolo 10,9 0,0 3.1 2,8 06,1 28 142
Cambissolo 07,8 0,0 2,1 3,5 05,9 27 167
Rejeito 24,2 0,0 1,7 - 12,3 32 032

3.2.2 Isolamento de bactérias resistentes ao cobre

O isolamento de bactérias resistentes ao cobre foi realizado em 100
mL de Caldo Nutriente (5 g de Peptona e 3 g de extrato de carne) em frascos
de Erlenmeyer de 250 mL, os quais 300 mg L™ de Cu(ll) foi adicionado na
forma de sulfato de cobre (CuS04.5H,0), e ajustado o pH a 7,0. O Caldo

Nutriente foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min. As amostras de
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solo foram usadas independentemente para inocular (1% p/v) o meio estéril

contaminado com Cu(ll) e incubado por 24 h, com agitagao (150 rpm) a 30°C.
Subsequentemente, 1 mL de cultura enriquecida foi utilizada para inocular 99
mL de meio estéril contaminado com Cu(ll) e incubado por 24 h (150 rpm,
30°C). Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Bactérias resistentes
ao Cu(ll) foram purificadas por estriamento em placas de Agar nutriente
contendo Cu(ll) (300 mg kg”). Os isolados foram codificados com a letra C
para isolados de Cambissolo, letra N para Neossolo e letra R para isolados de

rejeito de mineragao de cobre.

3.2.3 Andlise de resisténcia e biossorcdo de Cu(ll) pelos
isolados

Os isolados foram avaliados quanto a resisténcia ao Cu(ll) e sorgao
do Cu(ll) como descrito a seguir. Os indéculos foram preparados pela
transferéncia de trés alcadas de cada isolado para meio Caldo Nutritivo
contendo 300 mg L™ de cobre e incubado & 30°C por 24 h com agitagdo (150
rom). Apds 24 h de incubacéao, cada inéculo foi ajustado com o mesmo meio
Caldo Nutritivo com Cu(ll) estéril a densidade o6tica de 0,85 (DOggo). Em
experimento paralelo, 0,1 mL de cada indculo foi utilizado para inocular 20 mL
de meio Caldo Nutritivo contendo 300 mg L™ Cu(ll) em Erlenmeyer de 50 mL e
incubado (150 rpm, 24 h, 30°C). A biomassa (densidade de células) foi
determinada pela leitura da absorbancia a DOgyo das culturas apropriadamente
diluidas.

A biossorcao do cobre foi determinada pela quantificagédo do cobre
remanescente no sobrenadante das culturas de células livres utilizando
espectrofotdbmetro de absorgcdo atémica (Perkin-Elmer 2380). Resumidamente,
5 mL das culturas foram centrifugadas (10.000 rpm, 10 min.). Aliquotas do
sobrenadante das culturas (1000 uL) foram diluidas 20 vezes e analisadas. A
biossorcdo do cobre foi calculada como a diferenga entre o cobre total
adicionado ao meio e o cobre total remanescente no meio apds o crescimento

dos isolados (CuBios = CuTotal ad — CuTotal remanescente).

3.2.4 Identificacdo dos isolados
Os isolados foram identificados com base no sequenciamento do

gene do RNA ribossomal da regido 16S. Os isolados foram cultivados pela
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técnica de esgotamento sobre meio Agar nutritivo incubado a 30°C por 24 h. O

DNA foi extraido de unidades formadoras de colbnias crescidas na placa de
Agar nutritivo utilizando o Kit Promega Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI) com modificagdes. As células foram suspendidas em
300 uL de solugao de lise celular, incubado a 80°C por 15 min. e deixado em
temperatura ambiente para resfriamento. Apds, foi adicionada a solugdo de
RNase (1,5 pL) e incubada a 37°C por 60 min. A solugdo de precipitagdo de
proteinas (100 yL) foi adicionada e incubada em gelo por 5 min. Seguido de
centrifugacédo, o sobrenadante foi transferido para um tubo e foi adicionado
alcool 95% e mantido em gelo. O precipitado foi recuperado por centrifugagao.
O pélete foi lavado com alcool 70% a temperatura ambiente e re-suspendido
em agua livre de nucleases.

Os oligonucleotideos iniciadores universais utilizados para bactérias,
foram o 27F (5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3') e 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). Os oligonucleotideos foram utilizados
para a amplificacdo da regido 16S do RNA ribossomal em PCR (Lane, 1991). A
mistura de reacédo de PCR consistiu em 12,5 yL de PCR master mix (Promega,
Madison, WI), amostra de DNA gendémico (0,5 pL), oligonucleotideo iniciador
27F (2,5 yL=12,5 pmol), oligonucleotideo iniciador 1492R (2,5 yL=12,5 pmol) e
completado a um volume final de 25 pL com agua livre de nucleases. O gene
rRNA da regido 16S foi amplificado, utilizando 35 ciclos de PCR (desnaturagao
inicial, 95°C por 5 min.; desnaturagdao subsequente, 95°C por 0,5 min;
temperatura de anelamento, 50°C por 1 min.; temperatura de extensao, 72°C
por 1 min. e extensao final, 72°C por 5 min.). A amplificacdo do produto de
PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. Unidades de filtros
Millipore Montage PCR (Millipore, Billerica, MA) foram utilizados para a
remogao de oligonucleotideos iniciadores, sais, e dNTPs incorporados de
acordo com as instrucbes do fabricante. Para o ciclo de sequenciamento de
DNA foi utilizado o BigDye terminator kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
com oligonucleotideo iniciador 519r (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’) para o
sequenciamento em reagdes independentes (UCR Genomics Institute,
Riverside, CA). A similaridade de sequéncias de nucleotideos foi avaliada
utilizando o Genbank BLAST (N). A analise filogenética foi obtida utilizando o

programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). A sequéncia de rRNA foi submetida
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a base de dados do GenBank, obtendo-se os numeros de acesso FJ577657

até FJ577671.

3.2.5 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se trés repeticdes. As
médias, erro médio e desvio padrao (N-1) foram calculados quando necessario.
A analise de significancia (P<0,05) dos tratamentos foram calculadas como
apropriado utilizando o programa estatistico SOC desenvolvido pelo Nucleo
Tecnoldgico para Informatica NTIA/EMBRAPA (EMBRAPA, 1997).



3.3 RESULTADOS

Foram isoladas 55 bactérias do solo classificado como Cambissolo,
coletado em areas de vitivinicultura contaminados com cobre (Anexo I). A
méaxima producdo de biomassa em altas concentracdes de cobre (300 mg L)
foi observada com os isolados C40, C41 e C44. A biossorcédo de Cu(ll) foi
méaxima nas culturas dos isolados C12 (20,73% ou 62,21 mg L™ em 24 h) e
C14 (20,59% ou 61,77 mg L' em 24 h). O Isolado C34 mostrou a menor
biossorgdo de Cu(ll) (2,16% ou 6,48 mg L™ em 24 h), embora a sua produgao
de biomassa quantificada pela densidade o6tica tenha sido alta (1,55 DOggo), em
altas concentracdes de Cu(ll) (300 mg L™).

Quarenta bactérias resistentes ao cobre foram isoladas de um solo
classificado como Neossolo, coletado em area de vitivinicultura contaminada
com cobre (Anexo Il). O crescimento dos isolados em meio contendo 300 mg L
' de cobre, nao foi diretamente relacionado com a biossorcdo do cobre. A mais
alta densidade de células foi observada nas culturas do isolado N18 (1,98
unidades de DOegno). A maior biossor¢cao de cobre foi apresentada pelo isolado
N2 (26,74% ou 80,22 mg L™" em 24 h). A menor biossorcéo de Cu(ll) (0,65% ou
1,95 mg L™" em 24 h) foi observada pelo isolado N20, embora sua produgdo de
biomassa tenha sido alta (1,41 unidades DOgoo €m 24 h).

Em geral, ndo houve relagéo direta entre quantidades de biomassa
produzida nas culturas e a biossorgdo de Cu(ll) pelos isolados de rejeito de
mineragao de cobre (Anexo lll). A densidade de células das bactérias foi maior
nos isolados R27 (1,20 unidades DOgoo em 24 h), R17 (1,15 unidades DOgno
em 24 h) e R8 (1,09 unidades DOgoo em 24 h). A maxima biossorgao de Cu(ll)
ocorreu com os isolados R17 (23,49% ou 70,47 mg L' em 24 h) e R4 (22,78%
ou 68,34 mg L' em 24 h).

Os isolados N11, R4 e R17 removeram niveis similares de cobre das
culturas, 67,26 mg L™ (ou 22,42%), 68,34 mg L™ (ou 22,78%) e 70,47 mg L™
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(ou 23,49%) de cobre, respectivamente (Figura 3.1). A capacidade especifica

de remocao de cobre foi alta nos isolados de rejeito de mineragéo (Figura 3.2).
O isolado de Neossolo de vinhedos contaminado com cobre N11, mostrou a
maior biorremogao especifica de cobre (121,82 mg/L/DO) em 24 h. Esta alta
capacidade de biorremocgao especifica também foi encontrada nos isolados R4,
R5, R17 e R3 com valores de 79,70; 67,21; 61,46 e 64,61 mg/L/DO em 24 h,
respectivamente (Figura 3.2). A remogdo do cobre por cada isolado
selecionado mostrou que o isolado N2 de Neossolo de areas de vitivinicultura

contaminado com cobre foi significantemente maior do que os demais isolados.
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FIGURA 3.1. Biorremocdo de cobre pelos isolados selecionados. *Letras
diferentes representam diferencas significativas (P < 0,05).

Barras representam o erro médio.

Quinze bactérias selecionadas com base na biossor¢do de cobre e
resisténcia a altas concentragdes de cobre foram identificadas pela analise do
gene do RNA ribossomal da regido 16S. O comprimento das sequéncias de
nucleotideos utilizados foram entre 471 e 506 bases de acidos nucléicos
(Tabela 3.2). Estas sequéncias foram utilizadas para analise no Genbank e
construgcado da arvore filogenética. A maioria dos isolados foram identificados
como Bacillus da divisao firmicutes. Nove isolados (C28; C44; C12; C40; C41;

N11; N16; R4 e R6) foram identificados como Bacillus pumilus. Dois isolados
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(C45 e N14) foram identificados como Bacillus thuringiensis e trés (N18; R3 e

R16) como Bacillus sp. Um isolado foi identificado como Staphylococcus
pasteuri (N2). A analise do Genbank revelou que os isolados C44, C41, C40,
N11, N2, R4 e R16 foram 99% similares as sequéncias do Genbank. Os
isolados C28, C45, C12, N16, N14, N18 e R3 foram 98% similares as do
Genbank e 97% de similaridade foi observada para o isolado R6. A Figura 3.3
apresenta a relagdo filogenética entre os isolados selecionados das trés

diferentes areas contaminadas em estudo.
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FIGURA 3.2. Biorremogao especifica de cobre pelos isolados selecionados.
*Letras diferentes representam diferencas significativas (P <
0,05). Barras representam o erro meédio.
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TABELA 3.2. l|dentificacdo dos isolados de diferentes areas contaminadas
como solos de areas vinicolas Cambissolo (C) e Neossolo (N) e
areas de rejeito de mineragao de cobre baseado no rRNA da

regiao 16S.
Isolado N° de Submisséo Pesquisa Similaridade
nucleotideos GenBank GenBank (%)
Cc28 494 FJ577657 EU102277 1 B. pumilus (98)
C45 472 FJ577658 EUO037097 .1 B. thuringiensis (98)
C44 476 FJ577659 EF528292.1 B. pumilus (99)
C12 478 FJ577660 DQ412563.1 B. pumilus (98)
C41 471 FJ577661 FJ032017.1 B. pumilus (99)
C40 474 FJ577662 AY792029.1 B. pumilus (99)
N11 503 FJ577663 EU102277 .1 B. pumilus (99)
N16 506 FJ577664 EU855197 .1 B. pumilus (98)
N14 502 FJ577665 EU037097 .1 B. thuringiensis (98)
N18 505 FJ577666 EU821778.1 Bacillus sp. (98)
N2 494 FJ577667 EU373331.1 S. pasteuri (99)
R3 502 FJ577668 EU821778.1 Bacillus sp. (98)
R4 495 FJ577669 EU855197 .1 B. pumilus (99)
R6 495 FJ577670 FM179663.1 B. pumilus (97)
R17 472 FJ577671 DQ122328.1 Bacillus sp. (99)
100 Bacillus pumilus; FJ577657; C28
100 Bacillus pumilus; FJ577662; C40
38 | Bacillus sp.; FJ577671; R17
Bacillus pumilus; FJ577660; C12
29 Bacillus pumilus; FJ577664; N16
— Bacillus sp.; FJ577666; N18
3D Staphylococcus pasteuri; FJ577667; N2
100 Bacillus pumilus; FJ577669; R4
Bacillus pumilus; FJ577661; C41
100 p—— Bacillus pumilus; FJ577659; C44
Bacillus sp.; FJ577668; R3
99 Bacillus pumilus; FJ577663; N11
50
Bacillus pumilus; FJ577670; R6
98 = Bacillus thuringiensis; FJ577665; N14
100 k=== Bacillus thuringiensis; FJ577658; C45
0.3 0.2 0.1 0.0

FIGURA 3.3. Dendrograma apresentando a similaridade entre os isolados
selecionados de trés areas contaminadas com cobre baseada
na sequéncia de rRNA da regido 16S. O numero em cada
agrupamento é referente ao bootstrap de 100 repeticbes. A
escala é o valor da similaridade entre as espécies.
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3.4 DISCUSSAO

O cobre € um metal pesado téxico aos seres vivos quando
encontrado em grandes concentragdes no ambiente. A biossor¢gao de metais
pesados envolve a acumulagcdo de metais na biomassa microbiana com a
subsequente recuperacdo do ambiente através da biorremediagdo ou
remediagdo quimicas. Microrganismos resistentes ao cobre com capacidade de
absorver este metal a biomassa pode ser uma estratégia na biorremediagao
para remover o cobre de ambientes terrestres e aquaticos contaminados.

Algumas bactérias isoladas neste estudo demonstraram tolerancia
as altas concentracbes de cobre. A maioria dos isolados identificados,
pertenciam ao género Bacillus, com duas espécies identificadas como B.
thuringiensis e B. Pumilus. Isto demonstra que ambientes contaminados com
cobre selecionam o género Bacillus. Um isolado foi identificado como
Staphylococcus pasteuri. As comunidades microbianas sao afetadas pela
pressao de selegcdo, as quais decrescem a populacdo normal e selecionam
microrganismos resistentes aos contaminantes (Atlas & Bartha, 1997). A
abundancia da espécie de Bacillus em ambientes contaminados com Cu(ll)
pode ser atribuida a sua habilidade de formar endosporos, os quais sdo mais
resistentes do que as células vegetativas as substancias toxicas.
Consequentemente, esporos bacterianos persistem no ambiente sobre
condicbes adversas. Espécies de Bacillus que reduzem Selénio foram
abundantes em lodos de sedimento de uma lagoa de evaporagao altamente
poluida com selénio e sais (Siddique et al., 2006). Os autores também isolaram
Staphylococcus warneri deste ambiente. O género Bacillus € um importante de
bactérias para a biorremediacdo de metais pesados em diferentes areas
contaminadas com estes metais (Ali et al., 2008; Desai et al., 2008; Mishra &

Doble, 2008; Jiang et al., 2008). Além do mais, um estudo com mudancas na
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comunidade bacteriana em area de mineracdo de cobre, Acidithiobacillus

ferroxidans foi abundante e um Bacillus sp. foi encontrado (Chen et al., 2008).

Em geral, os isolados de area de mineracdo mostraram uma maior
capacidade de biossor¢ao do cobre. Os isolados do rejeito de mineragao, R4,
R17, R3 e R6 removeram mais de 70 mg L™ do meio liquido em 24 h. A P.
putida CZ1 (Chen et al., 2005) e P. putida NA (Capitulo Ill) removeram do meio
liquido cerca de 20 e 25 mg L™ em 24 h, respectivamente. O isolado do solo de
vitivinicultura contaminado com Cu(ll) Staphylococcus pasteuri N2, neste
estudo mostrou a maior capacidade de biossorgao, removendo mais de 80 mg
L™ de Cu(ll) em 24 h. Por outro lado, o isolado N11 (B. pumilus) apresentou a
maior relacdo especifica de biossor¢gdo de cobre relativa a densidade de
células. Isto indica que a biossorcdo do cobre pode estar diretamente
relacionada a biomassa como observado com o isolado S. pasteuri N2. A
capacidade de sorgdo de microrganismos procariotos e eucariotos € devido aos
componentes da parede celular que apresenta grupos funcionais (carboxila,
hidroxila, sulfato, fosfato e grupos amino) com capacidade de se ligarem aos
metais (Macfie & Welbourn, 2000).

O cobre é um dos metais com potencial para a biorremog¢ao de
ambientes contaminados através da biossor¢gao. Em um estudo comparativo de
seletividade de ligagcédo de diferentes metais a parede celular de Pseudomonas
sp., o Cu(ll) teve mais afinidade em comparagao a outros metais como o Ni(ll),
Co(ll) e Cd(Il) quando avaliados conjuntamente (Choudhary & Sar, 2009). O
cobre pode ligar-se em varios sitios como na membrana, periplasma,
citoplasma e proteinas intracelulares. Um estudo sobre a biossor¢cao de metais
pesados com fracionamento celular mostrou que o periplasma € o sitio mais
importante na acumulagédo deste metal. Mais de 60% do cobre total ligou-se as
células de uma Pseudomonas sp. na regido do periplasma em 2 h de
incubacéo (Choudhary & Sar, 2009). Esta ligagao esta associada as ATPases,
as quais transportam o cobre para dentro das células (Solioz & Stoyanov, 2003;
Whiteley & Lee, 2006).



3.5 CONCLUSOES

O isolamento de bactérias de areas de vitivinicultura e rejeito de
mineragao de cobre, e selecdo destas bactérias para a remogao de cobre do
ambiente é eficiente. Os melhores isolados selecionados apresentaram alta
remogao de cobre do meio liquido em estudo e foram isolados de Neossolo de
Solo de vitivinicultura contaminado com cobre. O isolado do género
Staphylococcus, apresenta uma alta resisténcia e capacidade de absorgao ao
cobre. Outros isolados do género Bacillus, como B. thuringiensis e B. pumilus,
também apresentaram alta resisténcia e capacidade de adsorgcédo do cobre. O
isolado de area de vitivinicultura N11 (B. pumilus) apresentou alta adsorgao

especifica do cobre.
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CAPITULO Il

SORCAO E REDUCAO DO Cu(ll) POR BACTERIAS ISOLADAS DE SOLOS
CONTAMINADOS COM COBRE



4.1 INTRODUCAO

O uso intensivo de metais pesados tem causado contaminagao dos
solos, aquiferos, atmosfera e biosfera, via adigcdo de residuos contaminados,
fertilizantes minerais e pesticidas na produgdo agricola. Na vitivinicultura, a
pulverizagdo, com varios fungicidas contendo cobre como principio ativo, sdo
utilizados para o controle de doengas fungicas, incluindo mildio e manchas
foliares, cujos residuos contaminam o ambiente. Rejeitos de areas de
mineragéo de cobre contendo alta concentragdo deste metal sdo também fonte
de poluigao para as areas adjacentes e organismos Vvivos.

O cobre é um elemento essencial para a vida, mas em altas
concentragdes é toxico para os organismos incluindo os microrganismos do
solo (Cervantes & Gutierrez-Corona, 1994). O cobre em altas concentragbes
decrescem a populagdo normal dos organismos do solo e promovem o
crescimento dos organismos resistentes a este metal (Atlas & Bartha, 1997),
que também afetam as atividades enzimaticas nos solos (Casucci et al., 2003).
Microrganismos que sao resistentes a quimicos toxicos e recalcitrantes podem
ser isolados, selecionados e utilizados para biorremediacdo de ambientes
contaminados com quimicos especificos para os quais eles sao resistentes
(Voss & Thomas, 2001; Chen, et al., 2005; Umrania, 2006; Chen et al., 2007).

A biorremediacdo é uma estratégia para a remediagcdo de ambientes
contaminados com metais pesados (Camargo et al., 2007; Chen et al., 2007a;
2007b; Okeke, 2008; Okeke et al., 2008; Freitas et al., 2008; Uzel & Ozdemir,
2009). A biossorcao e biorreducédo de contaminantes sao processos efetivos de
biorremediagao para a remog¢ao de cobre e outros metais pesados téxicos do
ambiente. Ha um interesse na biorremocéo do cobre pela biossorcdo em meio
liquido (Chen et al., 2007a, 2007b; Melgar et al., 2007; Freitas et al., 2008; Vilar
et al., 2008, 2009; Uzel & Ozdemir, 2009; Sari et al., 2009; Amini et al., 2009;

Ozer et al., 2009, Cajocaru et al., 2009). Estudos com biorremogéo de cobre
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nao estdo limitados as bactérias isoladas, mas algas como Gelidium tém sido

empregadas para a biossorgdo do cobre de efluentes industriais (Villar et al.,
2008; 2009).

A biorredugao do Cu(ll) para Cu(l) é catalisado pela cobre redutase.
A reducdo do Cu(ll) para o Cu(l) aumenta a mobilidade do cobre, e
consequentemente a disponibilidade do cobre para as ATPases da parede
celular (Whiteley & Lee, 2006). As ATPases tém afinidade ao Cu(l) que é
rapidamente bombeado para dentro da célula (Solioz & Vulpe, 1996; Lu &
Solioz, 2002; Solioz & Stoyanov, 2003; Gohre & Paszkowski, 2006; Whiteley &
Lee, 2006) promovendo a biossor¢cao e biorremocédo do cobre de ambientes
aquaticos e terrestres. Além do mais, ha um extensivo uso de cobre na
agricultura, e ha uma falta de informagdo sobre a biotransformacdo e
biossor¢cao do cobre pelos microrganismos na agua e no solo. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a sorgéo e redugao do cobre por um isolado, P. putida
cepa NA altamente resistente a cobre, isolada de solo de area de vitivinicultura
contaminada com cobre, bem como os fatores ambientais que influenciam a

reducao e sorcao do cobre pelo isolado.



4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Microbiologia e
Biologia do departamento de Biologia da Faculdade de Ciéncias da

Universidade de Auburn AM Montgomery, Alabama, USA.

4.2.1 Isolamento de bactérias resistentes ao Cu(ll)

Duas amostras de solos de areas de vitivinicultura classificadas
como Neossolo e Cambissolo foram coletadas da Estagdo Experimental da
EMBRAPA, Bento Gongalves, RS, Brasil. O rejeito de mineragédo de cobre foi
coletado em Cacgapava do Sul, RS, Brasil. O enriquecimento de bactérias
resistentes ao cobre foi realizado utilizando 100 mL Caldo Nutriente em frascos
de Erlenmeyer de 250 mL, para os quais foi adicionado 300 mg mL™" Cu(ll)
utilizando CuS04.5H,0, subsequentemente mencionado como Cu(ll). O meio
foi ajustado para pH 7,0 utilizando 1M NaOH ou 0,1M HCI. O caldo nutriente
contendo cobre (Caldo Nutritivo-Cu) foi esterilizado pela autoclavagem a 121°C
por 20 min. Trés solos diferentes foram utilizados para inocular (1% p/v) do
Caldo Nutritivo com Cu(ll) e incubado por 24 h, com agitagéo (150 rpm) a 30°C.
Subsequentemente, 1 mL da cultura enriquecida foi transferida para 99 mL de
Caldo Nutritivo-Cu estéril e incubado por 24 h, com agitagcao (150 rpm) a 30°C.
O procedimento de enriquecimento foi repetido por trés vezes. Bactérias
resistentes ao Cu(ll) foram posteriormente purificadas pela técnica de
esgotamento por estrias em placas, realizadas em trés vezes em placas com
Agar Nutriente contendo Cu(ll) (300 mg kg™'). Sete bactérias foram isoladas do
consoércio enriquecido e avaliadas a produgcdo de biomassa, sor¢ao e reducao
do Cu(ll) em meio liquido. Os in6culos foram preparados pela transferéncia de
trés algcadas das colbnias de cada isolado e adicionado em meio liquido
contendo 100 mg L™ de cobre, e incubados & 30°C por 24 h. A densidade 6tica
(DO; Asoo) da diluicdo 1:10 do inéculo de cada isolado (R100=0,039; R1=0,167;
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R2=0,203; C45=0,170; C1=0,132; NA=0,182; NC=0,175) foi quantificada

utilizando espectrofotdmetro. Cinco mililitros de caldo tryptic soy (TSB)
contendo Cu(ll) (100 mg L") em tubos de vidro (16 x 125 mm), foram
inoculados com 100 pL de cada bactéria resistente ao cobre. A tolerancia ao
cobre foi monitorada pela quantificacdo da DOgyo apds 24 h de incubacao a
30°C. O isolado de Neossolo (NA) foi selecionado com base a sua produgao de

biomassa, sorgéo e reducéo do Cu(ll).

4.2.2 Caracterizacdo molecular da bactéria resistente ao Cu(ll)

O isolado NA foi identificado pelo sequenciamento do gene do RNA
ribossomal da regido 16S como sera descrito. O isolado foi cultivado pela
técnica de esgotamento sobre Agar Nutritivo incubado a 30°C por 24 h. O DNA
foi extraido de unidades formadoras de col6nias crescidas na placa de AGAR
Nutritivo utilizando o Kit Promega Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, WI) com pequenas modificagdes. As células foram suspendidas em
300 pL de solugao de lise celular, incubado a 80°C por 15 min., e colocado a
temperatura ambiente para resfriamento. Apds, a solugdo de RNase (1,5 uL) foi
adicionada e incubada a 37°C por 60 min. A solugao de precipitacdo de
proteinas (100 pL) foi adicionada e incubada em gelo por 5 min. Apds
centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para um tubo e foi adicionado 600
ML de alcool 95% e mantido em gelo. O precipitado foi recuperado por
centrifugacédo. O pélete foi lavado com &lcool 70% a temperatura ambiente e
re-suspendido em agua livre de nucleases.

Os oligonucleotideos iniciadores universais utilizados foram o 27F
(5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3) e o 1492R (5-TACGGYTACCTTGTT
ACGACTT-3’). Os oligonucleotideos foram utilizados para a amplificagdo da
regiao 16S do RNA ribossomal em PCR (Lane, 1991). A mistura de reagao de
PCR consistiu em 12,5 yL de PCR master mix (Promega, Madison, WI),
amostra de DNA gendmico (0,5 uL), oligonucleotideo iniciador 27F (2,5
pL=12,5 pmol), oligonucleotideo iniciador 1492R (2,5 uL=12,5 pmol) e
completado a um volume final de 25 pL com agua livre de nucleases. O gene
rRNA da regido 16S foi amplificada utilizando 35 ciclos de PCR (desnaturacao
inicial, 95°C por 5 min.; desnaturacdo subsequente, 95°C por 0,5 min,;
temperatura de anelamento, 50°C por 1 min.; temperatura de extensao, 72°C

por 1 min. e extensao final, 72°C por 5 min.). A amplificacdo do produto de
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PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. Unidades de filtros

Millipore Montage PCR (Millipore, Billerica, MA) foram utilizadas para a
remogao de oligonucleotideos iniciadores, sais, e dNTPs incorporados de
acordo com as instru¢des do fabricante. No ciclo de sequenciamento de DNA
foi utilizando BigDye terminator kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) com
oligonucleotideo iniciador 519r (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3') para o
sequenciamento em reagdes independentes (UCR Genomics Institute,
Riverside, CA).

A similaridade da sequéncia de nucleotideos foi pesquisada e
conduzida através do Genbank BLAST (N). A analise filogenética foi conduzida
utilizando-se o programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). A sequéncia de
rRNA foi submetida a base de dados do GenBank com numero de acesso
FJ713746.

4.2.3 Anélise do cobre e biomassa bacteriana

O cobre total foi analisado utilizando espectrofotdbmetro de absorgao
atbmica. Aliquotas do sobrenadante da cultura (200 uL) foram diluidas 20
vezes e analisadas em espectrofotdmetro de absor¢ao atémica. A sor¢ao do
cobre foi calculada com a diferenca entre o cobre total adicionado no meio e o
cobre total remanescente no meio apds os tratamentos com os isolados (CuSor
= CuTotal adicionado — CuTotal apds o crescimento).

A reducdo do cobre foi avaliada pela quantificagdo do cobre
monovalente complexado com solugdo de 1 mM de neocuproina (Smith &
McCurdy, 1952). As culturas foram centrifugadas (2.500 rpm, por 10 min.). Para
a reducao do cobre, aliquotas de 1 mL do sobrenadante da cultura de células
livres foi adicionada a 2 mL de 1 mM neocuproina para complexar o Cu(l) e
incubado a 30°C por 30 min. em tubos de cultura de vidro (13 x 100 mm). Apés
a incubacéo, foi determinada a absorbancia utilizando-se espectrofotobmetro da
marca Jenway Genova Life Science Analyzer equipado com lampada de xenon
a M54 (Smith & McCurdy, 1952). O cobre biossorvido e o cobre reduzido foram
calculados a partir de curvas padrao com cobre (I ou 1) com diluigdes entre (25

- 300 mg L™ de cobre) preparados em meio TSB.
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4.2.4 Efeito da temperatura e pH

O efeito da temperatura e pH no crescimento do isolado NA, na
reducido e sorcdo do cobre foram examinadas utilizando meio TSB contendo
Cu(ll) (100 mg L™"). Para o efeito da temperatura, as culturas foram incubadas
20, 25, 30, 35 e 40°C. Para o experimento em que foi avaliada a influéncia do
pH, o meio TSB esterilizado contendo Cu(ll) (100 mg L™ foi ajustado para pH
4,5, 6,7, 8 e 9 pela adicdo de quantidades pré-determinadas e esterilizadas de
1 M NaOH ou 0,1 M HCI. O inéculo foi preparado utilizando-se trés algcadas do
isolado NA de unidades formadoras de colénias em placas com TSA contendo
Cu(ll) (100 mg L), e inoculados em meio TSB contendo 100 mg L™ Cu(ll). O
inoculo foi incubado por 24 h a 30°C. As culturas foram inoculadas com 100 pL
do in6culo (DOgpp=0,252, diluido 10 vezes).

4.2.5 Efeito da concentracao de cobre

Os efeitos das diferentes concentragbes de Cu(ll) foram
determinados utilizando meio TSB contendo 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mg L
' de Cu(ll), com trés repeticdes independentes. Os meios estéreis com Cu(ll)
foram inoculados com aliquotas de 100 uL do isolado NA (DOgpp=0,222, diluido
10 vezes) e incubados a 30°C por 24 h. A preparagao do inéculo, analise do

cobre, e determinagédo da biomassa foram descritas previamente.

4.2.6 Reducao e sorcao do Cu(ll)

Foi avaliada a remocgao do cobre divalente pela sor¢céo e redugao em
meio liquido contendo Cu(ll). Foi utilizado meio TSB contendo 100 mg L™ de
Cu(ll). O meio foi inoculado com 100 pL do isolado NA (DOgp=0,252, diluido 10
vezes). As culturas foram incubadas a 30°C e analisadas em diferentes
intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h). A produgdo de biomassa,

sor¢ao e reducao do cobre foram analisadas.

4.2.7 Avaliacdo da P. putida NA na biorremocdo do cobre do
solo

Um experimento com solo foi conduzido para avaliar a biorremocéao
do cobre do solo pelo isolado NA. O solo foi coletado a profundidade de 10 cm,
no Campus da Universidade de Auburn de Montgomery, AL, USA. O solo foi

seco ao ar e peneirado (peneira 3 mm) para remover residuos organicos
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grosseiros da amostra e homogeneizar o solo, cuja composicédo € apresentada

na Tabela 4.1. Para os estudos de remoc¢ao do cobre, o solo foi contaminado
com uma concentragdo média encontrada nos solos de vitivinicultura e rejeito
de mineracdo de cobre (500 mg kg de cobre na forma de CuS04.5H,0), o
qual foi dissolvido em agua deionizada e homogeneizado no solo. O solo
contaminado foi incubado a temperatura ambiente por 10 dias, e também foi
realizado o revolvimento do mesmo para equilibrar e distribuir as ligagées dos
ions de cobre ao solo. Posteriormente, o solo foi seco a 45°C e peneirado
novamente (peneira de 3 mm). Aliquotas de solo (100 g) foram transferidas
para frascos de plastico de volume de 200 mL. O solo foi umedecido a 80% da
capacidade de campo pela adigdo de agua deionizada e mantido a 35°C por 48
h para estabilizagdo do solo. O inéculo foi produzido em trés frascos, cada um
contendo 600 mL de meio TSB inoculados com seis algadas do isolado NA e
incubado com agitagao (150 rpm, 24 h, 30°C). As células foram coletadas por
centrifugacéo (3.500 rpm, 10 min.), e ressuspendidas em 1000 mL de solug&o
salina (0,85% p/v). A densidade ética do inéculo foi analisada (DOgo=1,559)
utilizando-se um espectrofotdmetro. Em paralelo, a umidade de cada solo nos
frascos foi elevada a 100% da capacidade de campo e posteriormente tratada
com 30 mL de agua deionizada (controle) e 30 mL do indculo. Os excedentes
de agua (acima da capacidade de campo) foram lixiviados por 4 h. Os solos
com o0 in6culo e o controle foram incubados a 35°C por seis dias.
Posteriormente, as amostras foram coletadas a cada dois dias por 4 h de
lixiviamento apds a adigao de 30 mL de cada tratamento (agua deionizada e
inodculo). O peso de cada volume de solugéo lixiviada, cobre total e a densidade

Gtica da solugao foram analisadas como descrito anteriormente.

TABELA 4.1. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo.

pH CTC MO Areia Silte Argila Ca Mg
T
1:1 cmol, dm™ S mg kg~ -
5,1 4,7 1,1 63,75 20,45 15,8 190 127
K Na Al Fe Mn P Zn Cu
mg kg™

88 71 144 43 7,3 3,9 2,2 1,9




4.3 RESULTADOS

Sete bactérias resistentes ao cobre foram isoladas de areas de
vitivinicultura contaminadas com cobre e area de rejeito de mineragao de cobre
para este estudo. As Figuras 4.1A, 4.1B, 4.2A e 4.2B apresentam a producao
de biomassa, sor¢cao e reducdo do cobre pelas 7 bactérias isoladas. Os
isolados com a letra C foram isolados de Cambissolo, e isolados com a letra N
foram isolados de Neossolo, ambos coletados de areas vitivinicolas. Isolados
com a letra R foram isolados de area de mineragao de cobre. Os isolados C45,
R1, R2, NC e NA apresentaram alta resisténcia ao Cu(ll) com biomassa
superior a 1,0 unidade de DOggo (Figura 4.1A). Os isolados C45, R100 e R2
foram mais resistentes ao Cu(ll) com menos de 5% de inibigdo ao crescimento
(Figura 4.2B) comparado aos seus crescimentos no mesmo meio de cultivo
sem cobre. Por outro lado, os isolados C45, R100, NC e NA apresentaram a
maior biorredugao ao Cu(ll) entre os isolados em estudo (Figure 4.2A). Em
termos de biorremocao do cobre, o isolado NA foi mais eficiente (Figure 4.2B).
Em geral, o isolado NA mostrou maior eficiéncia entre os outros isolados em
estudo, e foi posteriormente caracterizado.

O isolado NA é uma cepa Gram-negativa. Em meio TSA e CALDO
NUTRITIVO contendo cobre, as colénias formadas sao amarelas e opacas. A
bactéria foi identificada como Pseudomonas putida NA (com 98% de
similaridade) pela analise da sequéncia de genes da regidao 16S do rRNA. A
Figura 4.3 apresenta a arvore filogenética mostrando a posi¢cao evolucionaria
da Pseudomonas putida NA (codificado como “sequence exported from
chromatogram”) entre os organismos relacionados, com o Azotobacter

beijerinckii como organismo mais distante do grupo do isolado NA.
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FIGURA 4.1. Produgao de biomassa (A); e porcentagem de inibicdo (B) de sete
bactérias isoladas de areas contaminadas com cobre, incubadas
em meio contendo 100 mg L™ de Cu(ll) (CuSO,) a 30°C por 24 h.
Barras representam o erro médio.
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FIGURA 4.2. Cu(ll) reduzido (A) e Cu(ll) removido (B) por sete bactérias
isoladas de areas contaminadas com cobre, em meio TSB
contendo 100 mg L™ de Cu(ll) (CuSQy4) e incubadas & 30°C por
24 h. Barras representam o erro médio.

O isolado NA obteve crescimento lento nas primeiras 8 h e depois
cresceu rapidamente até 24 h de incubacdo. Um crescimento exponencial foi
observado entre 6 e 24 h de incubacdo. A redugao do cobre foi expressiva as
12 h e continuou aumentando até 24 h de incubagéo. Aproximadamente 20 mg
L' e 23 mg L' de cobre foram reduzidos apés 12 e 24 h de incubacéo,
respectivamente. A sorgcdo do cobre pelo isolado NA aumentou similarmente

com o aumento da produgao de biomassa durante as 24 h de incubacido. Apos
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12 e 24 h, 2333 mg L' e 21,66 mg L' de cobre foram removidos,

respectivamente (Figura 4.4).

Peeudomonas putida; DSM 291T (type strainm)
71_"|_—?aeudcmar.as plecoglossicida (T); FPCSS1
sequence exported from chromatogram file
a ———Pseudomonas agarici; type strain:ICMP 2656

- Paeudomonas paychrophila (T); E-3

Pseudomonas amygdali; LMG 2123T (type strain)

Peeudomonas stutzeri: DSM 6084
00 25413

Pseudomonas mendocina; ATCC 2

Azotobacter beijerinckii; ICMP 4032

FIGURA 4.3. Arvore filogenética mostrando a distancia do isolado
Pseudomonas putida NA (codificada como “sequence
exported from chromatogram”) entre as bactérias relatadas
baseadas no sequéncia do gene da regido 16S rRNA (521
nucleotideos). A escala € o valor da distancia evolucionaria. O
numero em cada ndédulo é o bootstrap de 100 repeti¢oes.
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FIGURA 4.4. Produgédo de biomassa (e), redugao do Cu(ll) (m), € remogao do
Cu(ll) (A) pelo isolado NA resistente a cobre em meio TSB
contendo 100 mg L™ de Cu(ll) (CuSO,) e incubado a 30°C por 24

h. Barras representam o erro médio.
Ocorreu uma relacao inversa entre crescimento do isolado NA e a
concentragdo de cobre no meio (Figura 4.5A). A reducdo e sorgdo de cobre

aumentaram com o0 aumento da concentragdo deste elemento. Na
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concentracdo mais alta (300 mg L™ de cobre) cerca de 111,87 mg L™ e 111,25

mg L™ de cobre foi reduzido e removido da solucéo, respectivamente (Figura
4.5B e 4.5C). O isolado NA transformou mais de 220 mg L™ de Cu(ll) na mais

alta concentragdo em estudo.

1.6

14

1.2 | ]

%

1.0 —

0.8 |

0.6

Biomassa (DO,

0.4 |

0.2

0.0

120

100

60

40

| HHH

120

Cu(ll) reduzido (mg.L'l)

100
80 |
60

40

20 ’——‘
0
[0 50 100 150

Concentragéo de Cu(ll) (mg.L™)

cu(ll) removido (mg.L™)

200 250 300

FIGURA 4.5. Efeito da concentracao de Cu(ll) sobre a produgao de biomassa
(A), reducéo do Cu(ll) (B), e remogao do Cu(ll) (C) em meio TSB
a 30°C por 24 h. Barras representam o erro médio.

O efeito da temperatura na redugcdo e remocédo do Cu(ll) é
apresentado nas Figuras 4.6A e 4.6B, respectivamente. O crescimento do
isolado NA foi substancial entre as temperaturas de 20 e 35°C. O crescimento
6timo do isolado em meio contaminado com cobre ocorreu a 30°C. A maxima

reducdo e remocgado do Cu(ll) foi observada a 35°C (Figuras 4.6A e 4.6B,
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respectivamente). O isolado NA removeu altas concentragdes de cobre entre

as temperaturas de 30 e 35°C. A 35°C, mais de 41 mg L' de Cu(ll) foi

removida.
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FIGURA 4.6. Efeito da temperatura produ¢cdo de biomassa (e) e reducdo do
Cu(ll) (m) (A); e producado de biomassa (e) e remogédo do Cu(ll)
(A) (B), em meio TSB do isolado NA contendo 100 mg L™ de
Cu(ll) (CuSOQq4) e incubado por 24 h. Barras representam o erro
médio.

O efeito do pH inicial na producédo de biomassa, reducio, sor¢cao do
Cu(ll) e no pH final do meio apds 24 h de crescimento do isolado NA, esta
resumido na Tabela 4.2. A reducéo do cobre foi significativa entre pH de 5,0 a
7,0 com pH 6timo & 5,0 (31,04 mg L™ de Cu(ll) reduzido em 24 h). O isolado

NA removeu Cu(ll) substancialmente em uma faixa de pH entre 5,0 a 9,0 e
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ocorreu a maxima remocdo do cobre em pH 6,0 (26,25 mg L' de Cu(ll)

removido em 24 h). O isolado obteve alta produgé&o de biomassa entre pH 5,0 e
8,0, e a produgcdo maximo ocorreu a pH 6,0 (1,866 unidades de DO). Ocorreu
uma pequena mudanca do pH inicial com o crescimento do isolado NA, mas
nao foi significativa. Nao foi observado crescimento do isolado a pH 4,0, e ndo

ocorreu redugéo do cobre neste pH.

TABELA 4.2. Efeito do pH na producido de biomassa, reducdo e remocao do
Cu(ll) pelo isolado NA, apos 24 h de incubagéo.

pH Inicial Biomassa Cu(ll) reduzido Cu(ll) removido pH Final
""" DOso0nm === mg L

4,00 0,069+0,001* 00,00+0,001 2,29+0,481 3,79+0,057
5,00 1,847+0,029 31,04+1,042 22,92+0,524 5,59+0,009
6,00 1,866+0,009 20,74+0,228 26,25+0,208 6,45+0,032
7,00 1,639+0,006 16,93+0,327 21,67+0,481 7,260,011
8,00 1,189+0,003 7,34+0,208 21,25+1,156 7,96+0,013
9,00 0,745+0,007 4,85+0,097 24,79+1,069 8,74+0,009

*Valores médios * erros médios.

A Figura 4.7 mostra a remogao do cobre e biomassa na solugéo
lixiviada do solo contaminado com cobre inoculado com a suspensao do
isolado NA. No tratamento controle com agua destilada, a densidade de células
decresceu depois de dois dias de incubacdo, até sua estabilizacdo. A
biolixiviagdo do cobre no solo tratado com agua destilada (controle) aumentou
gradualmente durante o periodo de tratamento. No solo inoculado com as
culturas do isolado NA, a biomassa aumentou exponencialmente alcangando
seu maximo ao quarto dia e posteriormente declinou. A biolixiviagdo do cobre
do solo contaminado tratado com o isolado NA, aumentou rapidamente durante
o periodo de tratamento e foi significativamente maior do que o tratamento
controle. A biolixiviagao total do cobre do solo tratado com o isolado NA foi
superior & 18 mg kg e somente 8 mg L™ no tratamento controle com agua

destilada.
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FIGURA 4.7. Biolixiviagdo de Cu(ll) do solo contaminado com 500 mg kg™ de
Cu(ll) (CuSOQy,). Densidade de células em solo tratado com agua
(e), cobre total lixiviado em solo tratado com agua (m); densidade
de células em solo tratado com o isolado P. putida NA em
suspensao de células (o) e cobre total biolixiviado em solo tratado
com isolado P. putida NA em suspensao de células (o).Barras
representam o erro médio.



4.4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo caracterizam os indicadores ambientais
para a redugdao e remocao do Cu(ll) por uma bactéria resistente ao Cu(ll),
Pseudomonas putida cepa NA, purificada de um consoércio enriquecido de
bactérias resistentes ao Cu(ll). A produgdo de biomassa foi substancial em
meio liquido contendo concentragdes de cobre maiores que 100 mg mL" de
Cu(ll). A tolerancia e sorgao do cobre divalente pela Pseudomonas putida NA é
maior do que observada em outra P. putida CZ1 tolerante a cobre e zinco, a
qual tolerou concentragdes de cobre entre uma faixa de 20 e 25 mg L™ (Chen
et al., 2005).

Fatores como pH, temperatura e concentragcbes afetam a eliminagao
biolégica dos contaminantes. Estes fatores afetam o metabolismo geral da
microbiota e promovem ou inibem especificamente a atividade enzimatica
(Rodrigez-Montelongo et al., 2006; Whiteley & Lee, 2006) e sor¢do do Cu(ll)
(Chen et al., 2005; Tunali et al., 2006; Umrania, 2006; Ozer et al., 2009). Em
cultura de P. fluorescens, a presenga de 20 mg L' de cobre reduziu as
relacbes de O,, o qual pode interferir no metabolismo aerdbico das células
(Poirier et al., 2009). Foi observado alta produgdo de biomassa, redugédo e
sorcao de Cu(ll) pela cepa NA em uma ampla faixa de temperatura (20-35°C)
com redugao e sor¢do maximas a 35°C e com crescimento maximo a 30°C.
Este comportamento € uma vantagem metabdlica no tratamento de ambientes
naturais contaminados, nos quais a temperatura pode variar. Em um estudo
com o isolado Enteromorpha prolifera, a sor¢ao do Cu(ll) foi 6tima a 25°C, com
uma remogao significativa entre 20-30°C (Ozer et al., 2009).

A variagdo no pH influencia no grau de ionizacdo das enzimas e
consequentemente afeta a conformacao e fungédo da enzima (Farrell & Ranallo,
2000; Okeke 2008; Okeke et al., 2008). O pH é um dos mais importantes

indicadores que afetam o processo de biossorgdo de metais pesados (Donmez
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& Aksu, 1999). A producao de biomassa, redugao e sor¢cao do Cu(ll) pelas

culturas de P. putida NA foram influenciadas pelo pH inicial do meio com
maximo crescimento e remog¢ao do Cu(ll) em pH 6,0 e 6tima reducdo a pH
inicial 5,0. Ao contrario, a maxima sor¢ao de Cu(ll) foi observada a pH alcalino
9,0 em culturas de Agaricus macrosporus (Melgar et al., 2007). P. aeruginosa
AT18 removeu 95,0% dos ions de Cu(ll) a pH 6,25, com capacidade de
absorcao de 86,95 mg de Cu (ll)/g de biomassa (Silva et al., 2009). Em outro
estudo, uma faixa 6tima de pH para a acumulagéo de Cu(ll) ocorreu entre pH
4,0 e 5,0 em culturas de S. cerevisiae, K. marxianus, S. pombe e Candida sp.
(Donmez & Aksu, 1999).

A relacdo de crescimento, redugdo e remocgao de Cu(ll) foram
diretamente relacionadas a concentracdo de Cu(ll). Com o aumento da
concentragao de Cu(ll), ocorreu a diminuigdo do crescimento devido a seus
efeitos toxicos. Além disso, aumentando a concentracdo deste metal,
aumentou a redugao e remocéo de Cu(ll). Uma relagc&o similar entre sorgéo e
concentragbes de cobre foi observado por Donmez & Aksu (1999). Altas
concentracdes de cobre aumentam a biodisponibilidade, e consequentemente
aumenta a capacidade de biorremogdao. O mesmo comportamento entre
concentracio e biorremogao de metais pesados foi reportada por Okeke et al.,
(2008); Okeke, (2008) e Camargo et al., (2004). Na maior concentracédo de
cobre (300 mg L"), o isolado NA reduziu e removeu mais de 220 mg L™ de
cobre, indicando alta capacidade de biotransformacao de Cu(ll).

A capacidade da P. putida cepa NA para a remogao de cobre
divalente do solo sobre condi¢des naturais foi examinada. Foi observada uma
maior lixiviagao no solo tratado com suspenséo de células de P. putida NA. A
lixiviagdo de cobre no tratamento controle pode ser atribuido ao cobre livre na
solugédo e uma possivel biolixiviagdo dos organismos naturais do solo com seis
dias de incubacdo. A biolixiviagdo do solo utilizando P. putida NA foi
significativamente maior do que no tratamento controle. Tornando-se uma

alternativa eficiente para a remediacao dos solos contaminados com cobre.



4.5 CONCLUSOES

O isolado de P. putida NA apresenta alta tolerancia, reducéo e
remocao de Cu(ll). A temperatura, pH e concentracdo de poluente tém
marcada influéncia na capacidade de reducao e remocao pelo isolado P. putida
NA. O isolado promove a lixiviagdo do cobre do solo contaminado com altas
concentragbes de cobre. A alta tolerancia ao Cu(ll) e alta capacidade de
reducao e remocao do Cu(ll) do isolado NA bem como sua utilizagdo no solo,
faz deste isolado em potencial um organismo para a remocg&o do Cu(ll) em

ambientes com excesso de cobre.
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CAPITULO IV

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DE
Avena sativa E Plantago lanceolata RESISTENTES AO COBRE



5.1 INTRODUCAO

O cobre (Cu(ll)) € um elemento essencial a todos os seres vivos,
porém toxico, quando encontrado em altas concentragbes no ambiente. As
areas vitivinicolas geralmente apresentam quantidades elevadas deste metal
no solo. Isto ocorre devido as sucessivas aplicagdes de fungicidas que contém
na sua formulagao sulfato de cobre (Noévoa-Mufioz, et al., 2007). Desta forma,
estes solos exercem uma grande pressdao de selecdo no ambiente,
selecionando plantas e microrganismos resistentes aos contaminantes
presentes nestes ambientes.

Em solos de areas vitivinicolas do Rio Grande do Sul, a aveia é
utilizada amplamente como protegcao contra processos erosivos e também para
a melhoria dos atributos fisicos e quimicos do solo, embora esta espécie
apresente sintomas de toxicidade ao cobre (Santos et al., 2004). Baseado
neste fato, sabe-se que em muitos casos a fitorremediacdo pode ndo ser tao
eficiente na remocdo de metais pesados destes ambientes contaminados,
quanto a utilizagdo de microrganismos. Deste modo, tem-se estudado a acgéo
dos microrganismos na remo¢ao de metais de ambientes contaminados (Atlas
& Bartha, 1997; Clausen, 2000; Voss & Thomas, 2001; Chen et al., 2005a; Uslu
& Tanyol, 2006; Melgar et al., 2007; Vilar et al., 2007; Grimm et al., 2008). Além
disso, microrganismos isolados da rizosfera das plantas presentes em areas
contaminadas podem ser mais eficientes na adsor¢éo de cobre, como ocorreu
com o Bacillus sp. e Pseudomonas sp., isolados da rizosfera de trigo (Voss &
Thomas, 2001).

Além da selegcdo de microrganismos resistentes da rizosfera de
plantas que sobrevivem em locais contaminados com cobre, também é
necessario o estudo das condigbes ambientais que afetam a biota como o pH,
a temperatura, a concentragédo do contaminante e a quantidade de indculo

resistente (Shakoori et al., 2000; Umrania, 2006) para a biorremediacédo destes
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locais. Baseado neste contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e

caracterizar microrganismos resistentes a este metal, do solo da rizosfera de
aveia preta (Avena sativa) e tansagem (Plantago lanceolata), oriundas de areas
de producédo vitivinicola do Rio Grande do Sul contaminadas com cobre.
Também foram avaliadas as condigcbes ambientais como concentragdes de
metal, pH e temperatura 6tima para o crescimento dos isolados resistentes,

bem como a sorgéo deste metal em meio liquido.



5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério do Departamento de
Solos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS.
As amostras de plantas e solos foram coletadas na Estagdo Experimental da
EMBRAPA de Bento Gongalves, RS, em areas de vitivinicultura com quarenta

anos de cultivo.

5.2.1 Amostras de solo

Os solos em que foram coletadas as plantas de tansagem e aveia
preta foram classificados como NEOSSOLO Litdlico distréfico tipico e
CAMBISSOLO Humico aluminico tipico (Streck et al., 2002), respectivamente.
O solo foi coletado com a presenca das plantas e levados ao Laboratério, onde
foi separado solo da rizosfera das plantas para isolamento dos microrganismos
e solo néao rizosférico para analise quimica (Tabela 5.1).

Os indicadores fisico-quimicos de solo como pH, capacidade de
troca de cations (CTC), matéria organica (MO), argila e cobre soluvel em acido,
foram determinados pelas metodologias descritas por Tedesco et al., (1995). O
cobre soluvel em agua (Cu(H20)) foi extraido de 10 g de solo em 20 mL de
agua destilada, com agitacdo por 60 min. Apdés a agitacdo, o cobre foi
quantificado em espectrofotdbmetro de absorgao atdémica. Os solos da rizosfera
foram separados e armazenados em geladeira, para posterior isolamento dos

microrganismos.
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TABELA 5.1. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos da rizosfera de
plantas de aveia preta (Cambissolo) e tansagem (Neossolo).

Solos pH CTC MO Argila Cu Cu (H,0)
1:1 cmol, kg™ g kg’ mg kg~ mg L

Cambissolo 6,9 16,5 64,0 22 238 10

Neossolo 6,5 19,5 54,0 17 442 16

5.2.2 Isolamento de bactérias resistes ao cobre

O isolamento de bactérias resistentes ao cobre foi realizado em 99
mL de caldo nutriente (5 g de Peptona e 3 g de extrato de carne) em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL, aos quais 500 mg L™ de Cu(ll) na forma de sulfato de
cobre (CuS04.5H,0) foi adicionado e ajustado o pH a 7,0. O Caldo Nutritivo foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min. As amostras de solo foram
usadas independentemente para inocular (1% p/v) meio estéril contendo Cu(ll)
e incubado por 24 h, com agitagao (150 rpm) a 30°C. Subsequentemente, 1 mL
de cultura enriquecida foi utilizado para inocular 99 mL de meio estéril contendo
Cu(ll) e incubado por 24 h, com agitacado (150 rpm) a 30°C. Este procedimento
foi repetido duas vezes. Bactérias resistentes ao Cu(ll) foram purificadas por
estriamento em placas de Agar nutriente (AN) contendo Cu(ll) (500 mg L™).
Estas col6nias foram diferenciadas quanto as caracteristicas morfolégicas
(Neder, 1982).

5.2.3 Andlise de resisténcia ao Cu(ll) e cobre remanescente

Os isolados foram avaliados quanto a producdo de biomassa e
remocao de cobre do meio como descrito a seguir. Os inéculos foram
preparados pela transferéncia de trés alcadas de cada isolado para o meio
Caldo Nutritivo contendo 500 mg L™ de cobre e incubados por 24 h a 30°C com
agitacdo (150 rpm). Apdés 24 h de incubagado, cada inéculo foi ajustado a
concentragdo de biomassa, com solugdo salina (0,85%) estéril a densidade
otica de 0,85 (DOggo). Em experimento paralelo, 0,1 mL de cada inéculo foi
utilizado para inocular 20 mL de meio Caldo Nutritivo contendo 500 mg L™
Cu(ll) em Erlenmeyer de 50 mL e incubado (24 h, 30°C, 150 rpm). A biomassa
(densidade de células) foi determinada pela leitura da absorbancia a DOgoo das
culturas apropriadamente diluidas.

O cobre remanescente foi determinado pela quantificacdo do cobre
no sobrenadante das culturas de células livres utilizando espectrofotdmetro de

absorcao atébmica (Perkin-Elmer 2380). Em seguida, 5 mL das culturas foram
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centrifugadas (10.000 rpm, 10 min). Aliquotas do sobrenadante das culturas

(1000 pL) foram diluidas 20 vezes e analisadas com o aparelho.

5.2.4 Identificacdo dos isolados

Os isolados foram identificados com base no sequenciamento do
gene do RNA ribossomal da regido 16S como sera descrito. Os isolados foram
cultivados pela técnica de esgotamento sobre Agar Nutritivo incubados por 24 h
a 30°C. O DNA foi extraido de unidades formadoras de colbnias crescidas na
placa de Agar Nutritivo utilizando o Kit Promega Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, WI) com modificacbes. As células foram
suspendidas em 300 pL de solucdo de lise de acidos nucléicos, incubado a
80°C por 15 min. e alocado a temperatura ambiente para resfriamento. Apods,
foi adicionado a solugdo de RNase (1,5 pL) e incubado a 37°C por 60 min. A
solugcdo de precipitacao de proteinas (100 yL) foi adicionada e incubada em
gelo por 5 min. Seguido de centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para
um tubo e foi adicionado alcool 95% e mantido em gelo. O precipitado foi
recuperado por centrifugagcdo. O pélete foi lavado com alcool 70% a
temperatura ambiente e ressuspendido em agua destilada livre de nuclease.

Os oligonucleotideos iniciadores universais utilizados foram o 27F
(5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACG
ACTT-3), foram utilizados para a amplificacdo da regido 16S do RNA
ribossomal em PCR (Lane, 1991). A mistura de reacao de PCR consistiu em
12,5 pyL de PCR master mix (Promega, Madison, WI), amostra de DNA
genbmico (0,5 L), oligonucleotideo iniciador 27F (2,5 pL=12,5 pmol),
oligonucleotideo iniciador 1492R (2,5 pL=12,5 pmol) e completado a um
volume final de 25 yL com agua livre de nucleases. O gene rRNA da regido
16S foi amplificada utilizando 35 ciclos de PCR (desnaturagéo inicial, 95°C por
5 min.; desnaturacdo subsequente, 95°C por 0,5 min.; temperatura de
anelamento, 50°C por 1 min.; temperatura de extensdo, 72°C por 1 min. e
extensdo final, 72°C por 5 min.). A amplificacdo do produto de PCR foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 1%. Unidades de filtros Millipore
Montage PCR (Millipore, Billerica, MA) foram utilizadas para a remogao de
oligonucleotideos iniciadores, sais, € dNTPs incorporados de acordo com as
instrugdes do fabricante. O ciclo de sequienciamento de DNA foi utilizando

BigDye terminator kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) com
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oligonucleotideo iniciador para o] sequenciamento 519r (5-

GWATTACCGCGGCKGCTG-3’) em reagdes independentes (UCR Genomics
Institute, Riverside, CA).

5.2.5 Efeito da concentracao de cobre

O efeito das diferentes concentragdes de Cu(ll) foram determinados
utilizando meio Caldo Nutritivo contendo 0, 250, 500, 750, 1000 e 1250 mg L™
de Cu(ll). Os meios estéreis com Cu(ll) foram inoculados com aliquotas de 100
ML e incubados com agitagdo (150 rpm), a 30°C por 24 h . A preparagédo do
in6culo, analise do cobre, e determinagdo da biomassa foram descritas

previamente.

5.2.6 Efeito da temperatura e pH

O efeito da temperatura e pH no crescimento dos isolados e cobre
remanescente foram avaliadas utilizando meio Caldo Nutritivo contendo Cu(ll)
(500 mg L"). Para o efeito da temperatura, as culturas foram incubadas & 25,
30, 35 e 40°C. Ja para o experimento em que foi avaliada a influéncia do pH
inicial, o meio Caldo Nutritivo esterilizado e foi ajustado para pH 3, 5, 7, 9 e 11
pela adigdo de quantidades pré-determinadas e esterilizadas de NaOH 1 M ou
HCI 0,1 M. A preparacdo do in6culo, analise do cobre, e determinacéo da

biomassa foram descritas previamente.



5.3 RESULTADOS

Os isolados da rizosfera de plantas de aveia preta e de tansagem
foram identificados com base no seqtienciamento do gene do RNA ribossomal
da regido 16S (Tabela 5.2). Na fase de isolamento foram obtidos nove
microrganismos resistentes ao cobre, sendo seis isolados da rizosfera de
plantas de aveia preta e trés isolados da rizosfera de tansagem. Entre estes
microrganismos foram utilizados neste trabalho os quatro isolados com melhor
crescimento inicial em meio contendo 500 mg L™ de cobre. Estes isolados
foram identificados como Pseudomonas putida (A1), Stenotrophomonas

maltophilia (A2) e Acinetobacter calcoaceticus (A6 e T5).

TABELA 5.2. Identificagdo dos isolados da rizosfera de Aveia preta (A1, A2 e
A6) e de Tansagem (T5) com base no seqlenciamento do gene
do rRNA da regido 16S.

Isolados Hospedeiro N° acesso Identificacao Similaridade
e Y e

A1 Aveia AF509331.1  Pseudomonas putida 98

A2 Aveia DQ122226.1  Stenotrophomonas maltophilia 98

A6 Aveia AY346313.2  Acinetobacter calcoaceticus 95

T5 Tansagem AY346313.2 Acinetobacter calcoaceticus 95

Em geral, todos os isolados reduziram o crescimento com o aumento
da concentragdo de cobre (Figura 5.1). Os isolados A1 e A6 obtiveram o
mesmo comportamento quando expostos as diferentes concentracbes de
cobre, resistindo somente até a concentracdo de 750 mg L' de cobre. Por
outro lado, o isolado A2 apresentou produgdo de biomassa superior aos
demais em todas as concentragdes de cobre, seguido do isolado de tansagem
(T5). Além disso, somente estes dois isolados sobreviveram as concentragdes
de 1000 mg L de cobre em meio liquido. Nenhum dos isolados em estudo

sobreviveu as doses de 1250 mg L™ de cobre.
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FIGURA 5.1. Caracterizagao quanto a resisténcia ao cobre dos isolados da
rizosfera de tansagem (T5) e aveia preta (A1, A2 e AG) em
diferentes concentragdes de cobre em meio liquido,
quantificadas pela produgdo de biomassa (DOeoo). Barras
representam o erro médio.

Entre as diferentes temperaturas, os isolados A2, A6 e T5
apresentaram alta producédo de biomassa entre as temperaturas de 25 e 30°C
(Figura 5.2). Por outro lado, somente o isolado A1 obteve sua maxima
producdo de biomassa aos 35°C (mais de 1,4 unidades de DOgno), cOm a maior
producdo entre todos os isolados em estudo e entre todas as temperaturas
utilizadas. Nenhum dos isolados sobreviveu a temperatura de 40°C.

O pH inicial 6timo para a produgao de biomassa pelos isolados foi 0
pH 7,0 (Figura 5.3). Nao foi verificado crescimento dos isolados no pH mais
acido (pH 3,0). Por outro lado, somente o isolado A1 apresentou crescimento
satisfatério no pH inicial 11 (1,1 unidades de DOggg), sendo que o isolado A6
sobreviveu a este pH, mas sua producgéo de biomassa foi minima (0,2 unidades
de DOgpp). Também pode ser observado que o isolado A2 €& sensivel a
mudang¢a de pH, com alta produgdo de biomassa em pH 7,0 (1,4 unidade de
DOeno). Os isolados A6 e T5 apresentaram comportamento semelhante em
relacdo aos diferentes pHs (Figura 5.3A), sendo que estes isolados pertencem
a mesma espécie (Acinetobacter calcoaceticus), porém foram isolados de

plantas diferentes. De acordo com a Figura 5.3B, foi observado que todos os
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isolados alcalinizam o pH apdés o crescimento. Para o isolado A1, foi observado

que ele n&o conseguiu sobreviver em pH 5,0, mostrando-se altamente
dependente de pHs proximos a neutralidade. Por outro lado, o isolado A2 nao
conseguiu modificar o pH do meio para produzir biomassa satisfatoriamente

(Figura 5.3A e 5.3B), mostrando dependéncia de pHs neutros.
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FIGURA 5.2. Caracterizagao quanto a resisténcia ao cobre dos isolados da
rizosfera de tansagem (T5) e aveia preta (A1, A2 e AG) em
diferentes temperaturas em meio liquido contendo 500 mg L
de cobre, quantificadas pela producdo de biomassa (DOegqo).
Barras representam o erro médio.

O perfil de resisténcia e a capacidade de remogéo do cobre em meio
liquido contendo 500 mg L™ de cobre foram avaliados (Figura 5.4). Os isolados
apresentam comportamento semelhante na produ¢do de biomassa, embora
caracterizou-se dois grupos: o primeiro grupo, os isolados A6 e T5, obtiveram a
maior producgéo de biomassa apds 9 horas de incubacéo (1,1 — 1,2 unidades de
DOe0no), posteriormente reduzindo seu crescimento. Por outro lado, o segundo
grupo dos isolados A2 e A1, apresentam maior producédo de biomassa apos 24
horas de incubagéo (1,2 e 0,9 unidades de DOgqo, respectivamente). Nos dois
grupos a fase exponencial da produgédo de biomassa ocorreu até 9 horas de

incubacéao (Figura 5.4A).
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FIGURA 5.3. Efeito do pH inicial sobre os isolados da rizosfera de aveia preta
(A1, A2 e AB) e tansagem (T5) em diferentes pH, quantificadas
pela producdo de biomassa (DOgp) apds 24 h de incubagao
(30°C, 150 rpm) (A); efeito do crescimento dos isolados no pH
final do meio apds 24 horas de incubacao nos diferentes pHs em
estudo (B). Barras representam o erro médio.

Os quatro isolados em estudo apresentaram comportamento
semelhante para a remog¢ao do cobre. A maior taxa de remocao de cobre em
meio liquido ocorreu nas primeiras nove horas de crescimento (remog¢ao maior

que 25% do cobre total, ou 125 mg L™ de cobre). A retirada do cobre pelos
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isolados foi avaliada juntamente com a curva de producdo de biomassa

microbiana, ndo sendo verificada a mesma tendéncia. Isto porque entre os
isolados, ocorreu uma tendéncia de sorgao similar com o passar do tempo. Em
meédia, os isolados apresentaram capacidade de remocado de cobre do meio
contaminado de até 30% do cobre total (ou 150 mg L") do meio liquido em 24
horas. (Figura 5.4B).
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FIGURA 5.4. Producdo de biomassa pelos isolados da rizosfera de aveia preta
(A1, A2 e AB) e tansagem (T5) durante 24 horas (a 30°C, 150
rpom), quantificadas pela DOgoo (A); € porcentagem de cobre
remanescente em meio liquido contendo 500 mg L™ de cobre,
durante 24 horas (B). Barras representam o erro médio.



5.4 DISCUSSAO

Este estudo caracteriza o isolamento e a influéncia de fatores
ambientais na resisténcia de trés isolados da rizosfera de aveia preta e um da
rizosfera de tansagem, bem como a remocgdo do cobre pelos isolados
resistentes. A mesma espécie do isolado A2 identificado como S. maltophilia,
foi encontrada por outros autores, em trabalhos com resisténcia a metais
pesados (Pages et al., 2008), bem como a espécie do isolado A1 (P. putida)
(Chen et al. 2005b; Clausen, 2000; Uslu & Tanyol, 2006; Chen et al., 2007).
Além disso, ja foram caracterizadas a resisténcia e utilizacdo da espécie A.
calcoaceticus, representada pelos isolados A6 e T5, para a biorremediagao de
locais contaminados com metais como cromo (Clausen, 2000; Zakaria et al.,
2007), cobre e arsénio (Clausen, 2000) e em locais contaminados com
compostos aromaticos (Thangaraj et al., 2008). O desenvolvimento da
biomassa pelos isolados foi substancial em meio liquido contendo
concentracdes de cobre maiores que 500 mg mL™" de Cu(ll). A tolerancia e
sor¢cao do cobre divalente pelos isolados foram maiores do que observada em
outro trabalho com P. putida CZ1 tolerante a cobre e zinco, a qual somente
tolerou concentracdes de cobre entre uma faixa de 20 e 25 mg L™ (Chen et al.,
2005b). Neste estudo, o isolado A1 (P. putida) removeu cerca de 150 mg L™ de
cobre apds 24 h de crescimento em meio contendo 500 mg L™ de cobre.

Fatores como o pH, temperatura e concentragdes de poluentes
afetam o metabolismo geral da microbiota e promove ou inibe especificamente
a atividade enzimatica (Whiteley & Lee, 2006; Rodrigez-Montelongo et al.,
2006) e a biossorc¢ao do Cu(ll) (Chen et al., 2005b; Umrania, 2006; Tunali et al.,
2006; Ozer et al., 2009). Em cultura de P. fluorescens, a presenca de 20 mg L™
de cobre reduziu as relagdes de O, o qual pode interferir com o metabolismo
aerobio da célula (Poirier et al., 2009). A temperatura € um fator importante,

principalmente em relagdo a velocidade das reagcdes quimicas e bioquimicas
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no meio, favorecendo a capacidade de adaptacdo dos microrganismos. As

temperaturas médias de crescimento encontradas foram entre 25 e 30°C,
sendo similares as temperaturas 6timas para a remogéao de cobre por P. putida
quando submetida a altas concentragbes do metal (Uslu & Tanyol, 2006). O
isolado A1 deste estudo, identificado também como P. putida obteve seu
desenvolvimento 6timo quando submetido a temperatura de 35°C. Esta espécie
tem grande resisténcia a metais pesados e é utilizada na biorremediagao de
locais contaminados (Clausen, 2000; Uslu & Tanyol, 2006; Chen et al., 2007).

Alguns autores afirmam que o pH pode ser considerado como ponto
chave na variabilidade da especiagdo quimica dos metais no meio, podendo
ser utilizado como referéncia para saber em quais formas o cobre pode se
encontrar no ambiente, conhecendo o potencial toxico deste elemento (Twiss et
al., 2001). Em estudo semelhante a este trabalho, quando ocorreu alteragao do
pH 5,0 para 3,0, as espécies de Pseudomonas e Bacillus diminuiram a
biossor¢cédo do Cu(ll) e Mn(ll) (Voss & Thomas, 2001). Isso demonstra que o pH
€ importante na biodisponibilidade e na toxidez do cobre, deixando este
elemento mais téxico com a variagcdo do pH (Twiss et al., 2001). Todos os
isolados em estudo, mantiveram os valores de pH apds 24 horas de incubagao
em torno de 7,5 - 8,2. O pH do meio influenciou no crescimento dos isolados,
pois em geral, apresentaram melhor crescimento em meio neutro e somente o
isolado T5, cresceu em pH 5,0, seguido do isolado A6. Isto pode ser explicado
pela semelhanga genética dos dois isolados, pois ambos foram identificados
como A. calcoaceticus. O aumento do pH deve-se a troca do Cu(ll) que estava
complexado ou ligado com outros compostos organicos (COQO") existentes no
meio, pelo ion H', diminuindo a concentragdo de hidrogénios livres,
aumentando o pH da solugao contendo cobre (Vilar et al., 2007).

A maior sor¢ao do cobre pelos isolados neste trabalho foi de 150 mg
L. As quantidades removidas neste trabalho sdo superiores as removidas em
trabalhos realizados por outros autores, como de 32 mg L™ por um isolado de
P. putida (Chen et al., 2007) e 16 mg L de cobre por um isolado A.
calcoaceticus (Clausen, 2000). Embora a espécie Bacillus licheniformis seja
altamente eficiente em remover 93% do cobre do meio (59 mg L") (Clausen,
2000), ainda assim as concentragdes removidas pelos isolados foram 2,5
vezes maiores comparados com o isolado estudado por Clausen (2000). Esta

capacidade de sorcdo de cobre pode ser uma alternativa para a remocéo do
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cobre do ambiente pelos microrganismos, tornando a biorremediagdo com

bactérias resistentes uma pratica viavel em ambientes contaminados com
cobre (Atlas & Bartha, 1997; Uslu & Tanyol, 2006; Vilar et al., 2007; Grimm et
al., 2008). Pode-se dizer que organismos resistentes podem ser eficientes na
remocgao de metais pesados como o cobre, devido a sua capacidade de sorver
o metal do ambiente.



5.5 CONCLUSOES

Bactérias resistentes ao cobre isoladas da regido rizosférica de
aveia preta S. maltophilia (A2), P. putida (A1) e A. calcoaceticus (A6) e de
tansagem A. calcoaceticus (T5) s&o eficientes na remogédo do cobre em meio
liquido com altas concentragcdes de cobre. Estes isolados apresentam alta
resisténcia ao cobre nas diversas condicdes ambientais testadas. As condicdes
de pH, temperatura e concentragdes de cobre afetam as todas as espécies em
estudo quanto a producdo de biomassa. Além disso, as concentracbes de
cobre retiradas do meio liquido pelos isolados em estudo sdo altas, mostrando
alto potencial na utilizagcdo destes isolados para a biorremediacdo de areas

contaminadas com cobre.
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CAPITULO V

FITOEXTRACAO E FITOAUMENTACAO DE AREAS
CONTAMINADAS COM COBRE



6.1 INTRODUCAO

A contaminacdo do solo com metais pesados tém se tornado um
problema grave, levando a perdas na agricultura e contaminando organismos
vivos, inclusive o homem. Além disso, os metais pesados ndao podem ser
degradados e persistem no ambiente. Em solos de vitivinicultura, a adicéo de
fungicidas a base de cobre é amplamente e constantemente utilizada para o
combate de doencgas foliares como o mildio (Plasmopara viticola) e oidio
(Oidium tuckeri) (Peruch & Bruna, 2008), acumulando-se cobre no solo. Em
areas de mineragdo de cobre, a contaminagdo de areas adjacentes é
inevitavel. Areas de deposicdo de rejeito de mineragdo, porém, acentuam o
problema, pois formam grandes areas de deposi¢ao de um material com altas
concentragdes de cobre e sdo descartados no ambiente sem nenhum
tratamento. Nesse contexto, € necessaria a utilizagcdo de técnicas como a
biorremediacdo para a recuperacdo destas areas. A fitorremediagcdo € um
processo de biorremediacdo que utiliza plantas para remover metais pesados
do ambiente pela absorgdo, acumulacdo ou transformacdo do metal em sua
biomassa vegetal, sendo uma ferramenta de baixo custo e ambientalmente
aceitavel para a remediacdo de areas contaminadas com metais pesados.

A aveia preta € uma planta de alta produgdo de massa e boa
producéo de graos. Esta espécie tem sido utilizada como cobertura verde nos
vinhedos, visando a protecdo da superficie do solo contra o impacto direto da
gota da chuva e redugdo do escoamento superficial e consequentemente
melhoria nos atributos fisicos e quimicos do solo. Contudo, em varios locais, a
aveia preta, e até mesmo outras espécies nativas, tém apresentado
desenvolvimento baixo, clorose e morte de plantas, inviabilizando a producéao
e 0 manejo de cobertura verde nessas areas pela alta concentragao de cobre
(Santos et al., 2004). Devido a grande producdo de massa vegetal, a aveia

preta pode ser uma alternativa para a fitorremediacao.
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A fitorremediacdo esta sendo amplamente utilizada para a

biorremogdo de metais pesados do solo em diferentes areas contaminadas
(Jiang et al., 2004; Chen et al., 2005; 2006; 2008; Ke et al., 2007; Sheng et al.,
2008; Wang et al., 2008; Bhatti et al., 2009; Ma et al., 2009a; 2009b; 2009c).
Porém, a fitorremediacdo pode apresentar baixa eficiéncia na remog¢ao dos
metais pesados do solo. Esta limitacdo pode ser diminuida quando € utilizada
em conjunto com alternativas que envolvam o estimulo da microbiota
rizosférica da planta, podendo ser uma estratégia mais eficaz a médio e longo
prazo para a biorremediacdo in situ de locais contaminados com metais
pesados (Khan et al., 2000). Em virtude disso, estdo sendo utilizados
microrganismos que possam promover a fitorremediacdo, onde a interagao
entre as raizes das plantas acumuladoras com os microrganismos podem
auxiliar neste processo de fitorremediagao (Chen et al., 2005; 2008; Khan,
2005; Madhaiyan et al., 2007; Wang et al., 2007; Del’lAmico et al., 2008;
Kumar et al., 2008; Sheng et al., 2008; Xiong et al., 2008; Ma et al., 2009a;
2009b; 2009c). Estes microrganismos podem atuar diferentemente no auxilio
da fitorremediacdo, onde eles podem favorecer a biossorcdo do metal, e
consequentemente reter na planta os metais pesados (Chen et al., 2008).
Outros microorganismos podem produzir substéncias promotoras de
crescimento, onde auxiliam o crescimento pela diminuicdo do impacto do
estresse causado por concentragdes toxicas de metais pesados (Dell’Amico et
al., 2008).

Bactérias promotoras de crescimento como Enterobacter sp.
(Kumar et al., 2008), Pseudomonas fluorescens e Microbacterium sp. (Sheng
et al.,, 2008), e Achromobacter xylosoxidans (Ma et al., 2009a) podem
promover o crescimento de plantas pela producédo de sideroforos, acido indol
acético e solubilizagcdo de fosfatos, auxiliando na fitorremediagéo, pelo melhor
crescimento da planta e, consequentemente, maior absorcdo de metais
pesados (Madhaiyan et al., 2007). A redugao da toxicidade de metais pesados
as plantas é outro mecanismo para melhora do crescimento das plantas em
solos contaminados (Madhaiyan et al., 2007). Em virtude disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de fitoextracdo do cobre por plantas de
aveia preta em solos de vitivinicultura contaminados com cobre e em rejeito de
mineragao de cobre, ambos em casa de vegetacdo. Além disso, a inoculagao

destas plantas com bactérias resistentes a cobre, isoladas da rizosfera de
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aveia preta, coletadas de areas de vitivinicultura, foram testadas quanto a

capacidade da fitorremoc¢ao do cobre destes solos.



6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetagcdo e no
Laboratério do Departamento de Solos, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS. As amostras de solo de um Neossolo, de
um Cambissolo e de mata nativa (Neossolo sem contaminag¢ao de cobre) foram
coletadas na Estacdo Experimental da EMBRAPA Uva e Vinho (Bento
Gongalves, RS) em area de vitivinicultura com quarenta anos de cultivo. O
rejeito de mineracédo de cobre foi coletado em areas adjacentes as minas do
Camaqua, em areas de deposito deste rejeito. Os solos sob vitivinicultura foram
classificados como NEOSSOLO Litélico distréfico tipico e CAMBISSOLO
Humico aluminico tipico (Streck et al., 2002). O solo foi coletado, seco ao ar e
tamisado. Posteriormente, uma amostra de cada solo e rejeito foi realizada

analise fisico-quimica dos substratos conforme descrito na Tabela 6.1.

TABELA 6.1. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos: Mata Nativa,
Neossolo, Cambissolo e Rejeito.

Solo pH CTC MO Argila Cu Zn Mn

1:1 cmol. kg’ gkg’ 7 —— mg kg -

Mata 5,8 15,5 4,2 25 3,8 8,1 59
Neossolo 6,3 17,2 2,6 19 207 19,0 55
Cambissolo 6,0 13,9 25 29 142 18,0 35
Rejeito 7.9 - 0,9 02 576 0,8 02
Ca Al Mg S H + Al P K

mg dm™

Mata 09,3 0,0 1,2 6,3 04,4 14 217
Neossolo 10,9 0,0 3,1 6,1 02,8 28 142
Cambissolo 07,8 0,0 21 5,9 03,5 27 167
Rejeito 24,2 0,0 1,7 - 12,3 32 32

6.2.1 Condicbes experimentais
Apds a preparagao e analise quimica e fisica dos solos e rejeito,
foram pesados subamostras de 1 kg e acondicionados em potes de plasticos

com volume de 700 dm™>. Cada pote correspondeu a uma unidade
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experimental. Para a correg¢ao do pH, foi utilizado CaCO3, para elevar o pH dos

solos a 6,5. Posteriormente, as unidades experimentais foram umedecidas com
agua deionizada a 80% da capacidade de campo, para a estabilizacéo fisica
dos solos e rejeito nos vasos. Os tratamentos utilizados foram: Mata Nativa;
Neossolo; Cambissolo e Rejeito de mineragédo (40% do solo de Mata nativa e
60% de Rejeito).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, do
Departamento de Solos, Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. A aveia preta (Avena sativa L.) foi
semeada com densidade de 20 sementes por vaso. Dez dias apds a
germinacao das sementes, foi realizado desbaste mantendo-se quatro plantas
por vaso até o final do experimento. As plantas foram irrigadas com agua
destilada todos os dias, para manter a umidade do solo proxima a 80% da
capacidade de campo, obtida por pesagem. O experimento foi conduzido por

47 dias ap6s a germinagao das sementes.

6.2.2 Preparo do inéculo e inoculacao

Os ino6culos utilizados foram os isolados, avaliados e testados
quanto a resisténcia ao cobre; A1 (Pseudomonas putida); A2
(Stenotrophomonas maltophilia) e A6 (Acinetobacter calcoaceticus) isolados da
rizosfera de aveia (Capitulo anterior). Os isolados foram inoculados
individualmente em 1000 mL de caldo nutritivo (5 g de peptona e 3 g de extrato
de carne. E completado a 1 L, com agua destilada) com trés algas de inéculo
crescidos previamente em placas de Petri com Agar nutritivo (5 g de peptona, 3
g de extrato de carne e 15 g de Agar em 1 L de agua destilada) contendo 300
mg kg™’ de cobre (CuSO,). Posteriormente, os frascos contendo Caldo Nutritivo
com inéculo, foram incubados por 24 h a 30°C com agitagao (150 rpm). Apds o
crescimento dos isolados, o indéculo foi levado a casa de vegetacgéao,
homogeneizado e inoculado 20 mL nos seus respectivos tratamentos: isolado
A1 no Neossolo (NeoA1) e Cambissolo (CambA1); o isolado A2 no Neossolo
(NeoA2) e Cambissolo (CambA2), e o isolado A6 no Neossolo (NeoAG) e
Cambissolo (CambA6). A inoculacdo foi realizada em duas aplicagdes. A
primeira inoculagao foi realizada aos 20 dias apdés a germinagao (20 mL de

in6culo) e a segunda aos 35 dias apds a germinacgao (20 mL do inéculo).
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6.2.3 Coleta, preparacdo e andlise das plantas

Apo6s 47 dias foi realizada a coleta total das plantas dos vasos de
cultivo. As plantas foram devidamente fotografadas e etiquetadas antes e
depois da separacao das raizes do solo. Antes do corte das plantas, foi medida
a altura de plantas. O solo foi separado das raizes com o auxilio de uma
peneira de 3 mm e lavagem com agua para a total remogéo do solo aderido as
raizes. Apos este procedimento, as plantas foram separadas em parte superior
(parte aérea), e parte inferior (radicular) por um corte no colo da planta para
posterior analises fisicas e quimicas.

As quatro plantas de cada vaso foram medidas quanto a altura no
dia da coleta, e posteriormente foi calculada a média entre as plantas. Apds, as
plantas foram secadas a 65°C em estufa com circulacdo de ar forcado, até
peso constante. Apds, foi realizada a pesagem da massa seca da parte aérea
(MSPA) e radicular (MSR), onde ambas foram trituradas para a analise quimica
da massa seca.

Apoés a trituracdo da massa seca vegetal, foi realizada a analise
quimica. Para analise do N, foi feita a cobertura das amostras com H,0O,
,H>SO, e mistura de digestdo, em bloco digestor, a temperatura de 310-330°C.
Apoés decantacdo (6-12 horas), foi retirada uma aliquota (10-20 mL) do extrato
para a determinagdo do NH**, conforme Tedesco et al., 1995. A andlise dos
demais macronutrientes (P, K, Ca, e S) e dos micronutrientes (Zn, Cu, Mn e Fe)
foi feita uma cobertura das amostras com HNO3; — HCIO4. O extrato foi deixado
em repouso para decantagao da silica. A determinacao dos nutrientes foi feita
por espectrometria de emissao 6tica por plasma indutivamente acoplado (ICP-

OES - Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry).

6.2.4 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
com cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a analise da variancia e,
quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan p<
0,05. Utilizou-se para a analise o programa estatistico SOC, desenvolvido pelo
Nucleo Tecnoldgico para Informatica NTIA/EMBRAPA (EMBRAPA, 1997).



6.3 RESULTADOS

Entre todos os tratamentos, o crescimento das plantas de aveia
preta foram maiores no tratamento controle, sem contaminagao de cobre (Mata
Nativa), tendo altura média de 43 cm, ndo diferenciando dos tratamentos
NeoA1, Camb A1 e CambA2 com alturas proximas a 40 cm (Figura 6.1). Entre
os tratamentos nos solos contaminados com cobre, os tratamentos inoculados
com o isolado A1, tanto no Neossolo (NeoA1) quanto no Cambissolo
(CambA1), a altura média de plantas foi superior aos demais tratamentos com
meédia de 39 e 38 cm respectivamente, mostrando efeito positivo na inoculagao
das plantas de aveia. Outro isolado que obteve efeito positivo na altura média
de plantas foi o isolado A2 quando inoculado ao Cambissolo (CambA2) com
crescimento de mais de 40 cm, nado diferindo dos CambA1 e NeoA1 e também

do tratamento controle positivo (Mata Nativa).
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FIGURA 6.1. Altura de plantas de aveia apos crescimento em diferentes solos
contaminados com cobre: Mata nativa (Controle); Neossolo (Neo);
Cambissolo (Camb) e rejeito de mineracdo (Rejeito); e efeito da
inoculagao de trés isolados em A1 (P. putida); A2 (S. maltophilia)
e A6 (A. calcoaceticus) em dois solos de vitivinicultura (Neossolo
e Cambissolo). Barras representam o erro meédio. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan
(p< 0,05).

Entre os tratamentos, as plantas de aveia cultivadas em Neossolo e
rejeito tiveram os menores valores de massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca radicular (MSR). Quando as plantas de aveia foram inoculadas
com os isolados A1 e A6 no Neossolo (NeoA1 e NeoAB), ocorreu um aumento
significativo da produgdo de MSPA 0,33 e 0,46 g, e MSR 0,16 e 0,29 g
respectivamente, onde as médias do isolado A6 nao diferiram das médias do

tratamento controle (Figura 6.2).
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FIGURA 6.2. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa e seca radicular
(MSR) de plantas de aveia, apos crescimento em diferentes
solos contaminados com cobre: Mata nativa (Controle);
Neossolo (Neo); Cambissolo (Camb) e rejeito de mineragao de
cobre (Rejeito); e efeito da inoculagdo de trés isolados: A1 (P.
putida); A2 (S. maltophilia) e A6 (A. calcoaceticus) em dois
solos de vitivinicultura (Neossolo e Cambissolo). Barras
representam o erro médio. *Médias seguidas de mesma letra
entre as variaveis nao diferem entre si pelo teste Duncan (p<
0,05).

Entre os tratamentos, a concentracdo de macronutrientes nas
plantas cultivadas em Neossolo foram superiores aos demais tratamentos,
como N 3,25%, P 0,54%, Ca 3,17% e S 0,92%. Para os micronutrientes, (Zn,
Fe e Mn), os tratamentos com a inoculag&o dos isolados favoreceu o acumulo
na parte aérea das plantas, onde NeoA1 acumulou mais de 767 mg kg™ de Zn,
337 mg kg”' de Fe e 394 mg kg”' de Mn, e o tratamento CambA6 obteve
acumulo de mais de 700 mg kg™ de Zn, 819 mg kg™ de Fe e 442 mg kg™ de Mn
(Tabela 6.2). Em geral, o tratamento com Cambissolo (Camb) apresentou as
maiores concentragdes de P 0,42%, K 3,17%, Ca 0,97% e S 0,51%, seguidas
do tratamento com Neossolo (Neo), onde as médias das concentragcbes de
macronutrientes foram de P 0,31%, K 2,32%, Ca 0,92%, e S 0,54%, néao
diferiram entre si. O tratamento CambA6 teve maior acumulo de nitrogénio
(2,24%), seguido do NeoA6 (N 2,21%, P 0,33% e K 2,44%), sendo isolado mais
eficiente para a melhora da nutricdo das plantas de aveia. Com relagdao aos
micronutrientes na parte radicular da aveia preta, a maior absorgdo de Zn

(1161,60 mg kg”') e Fe (8733,75 mg kg') ocorreu nos tratamentos Neossolo
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(Neo) e Rejeito (controle negativo), respectivamente. Neste ultimo tratamento

ocorreu também o pico de absorgdo de Mn (334,18 mg kg™') (Tabela 6.3).

TABELA 6.2. Macro e micronutrientes da massa seca da parte aérea de
plantas de aveia, apds crescimento em diferentes solos
contaminados com cobre: Mata nativa (Controle); Neossolo
(Neo); Cambissolo (Camb) e rejeito de mineragédo (Rejeito); e
efeito da inoculagéo de trés isolados em A1 (P. putida); A2 (S.
maltophilia) e A6 (A. calcoaceticus) em dois solos de

vitivinicultura (Neossolo e Cambissolo).

Trat. N P K Ca
Mata 2,61+0,03abc* 0,24+0,01e 7,70+0,02ab 1,47+0,01c
Neo 3,25+0,06a 0,54+0,01° 7,81+0,13ab 3,17+£0,02a
NeoA1l 2,90+0,03abc 0,40%0,03cd 6,50+0,13ab 2,76x0,15ab
NeoA2 2,57+0,10abc 0,42+0,02bcd 8,16+0,09a 3,01%£0,10ab
NeoA6 2,32+0,18¢c 0,27+0,01e 7,80+£0,18ab 1,82+0,04bc
Camb 3,1910,16a 0,48x0,02abc 7,65+0,25ab 2,90+0,06ab
CambAl 2,8210,14abc 0,45+0,02ab 7,09+0,41ab 2,15+£0,17bc
CambA2 2,51+0,08abc 0,49+0,01ab 7,57+0,11ab 1,9940,02bc
CambA6 3,1410,07ab 0,45+0,00ab 5,14+0,11b 2,51+0,07ab
Rejeito 2,3620,05cb 0,27%0,02e 7,9910,23ab 2,52+0,03ab

S Zn Fe Mn

% mg kg™
Mata 0,71£0,01ab 140,3+£02,74d 355,5£11,17¢ 535,1+12,24a
Neo 0,92+0,02a 693,1+16,97ab 466,4+13,03bc 299,5+11,31bc
NeoA1l 0,75+0,02ab 767,2+28,98a 337,0+11,48¢c 394,0+13,24ab
NeoA2 0,83+0,03ab 712,6+28,66a 462,5+24,98bc 382,2+16,13ab
NeoA6 0,59+0,02b 654,5+08,77ab 704,5+52,91ab 148,9+07,78e
Camb 0,68%0,01b 438,0+23,60bc 375,9+23,53¢ 135,0+£05,04e
CambA1l 0,58+0,04b 498,1+26,34bc 355,2+09,45¢ 125,5+£02,70e
CambA2 0,57+0,02b 391,3+19,70cd 948,8+160,7a 126,4+05,42¢
CambA6 0,85+0,01ab 700,3+05,44ab 819,1+41,51ab 442,6+03,63ab
Rejeito 0,69+0,02b 490,6+45,73bc 521,6+07,33bc 251,3+12,96bcd

*Valores sdo as médias + erros médios. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si
pelo teste Duncan a niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05).

A Figura 6.3A mostra a fitotoxidez (como amarelamento e pontos de
necrose nas folhas) do cobre nas plantas de aveia apds 47 dias de cultivo em
um Neossolo proveniente de uma area de vitivinicultura contaminada com altas
concentragdes de cobre. Ja na Figura 6.3B, € apresentada a diferenga entre os
substratos em estudo sobre as plantas de aveia, onde estas plantas tiveram
menor desenvolvimento quando cultivadas em rejeito, Neossolo e
posteriormente Cambissolo, quando comparadas com o tratamento controle
(Mata Nativa). O efeito dos isolados sobre as plantas de aveia em crescimento
nos solos sob vitivinicultura, o Cambissolo e Neossolo, sdo demonstrados nas

Figuras 6.3C e 6.3D, respectivamente. Observou-se o efeito benéfico as
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plantas de aveia apds a inoculagao do isolado A1 (Neossolo) e a inibicdo do

desenvolvimento quando inoculadas com o isolado A6 neste mesmo solo.

TABELA 6.3. Macro e micronutrientes da massa seca radicular de plantas de
aveia, apos crescimento em diferentes solos contaminados com

cobre: Mata nativa (Controle);

Neossolo (Neo);

Cambissolo

(Camb) e rejeito de mineragao (Rejeito); e efeito da inoculagéo de
trés isolados em A1 (P. putida); A2 (S. maltophilia) e A6 (A.
calcoaceticus) em dois solos de vitivinicultura (Neossolo e

Cambissolo).
Trat. N P K Ca
Mata 1,54+0,04d* 0,21+0,01d 1,79+0,02cde 0,85+0,01b
Neo ND** 0,31+0,01bc 2,32+0,09bc 0,92+0,02b
NeoA1l 1,74+0,03abcd 0,26+0,01cd 1,12+0,12e 0,89+0,04b
NeoA?2 2,02+0,03abc 0,26+0,01cd 2,00+0,05bcd 0,94+0,03b
NeoAG6 2,21+0,10ab 0,33+0,01b 2,44+0,06b 0,75+0,02b
Camb 1,46%0,04d 0,42+0,01a 3,17+0,13a 0,97+0,01b
CambAl 1,70+0,03abcd 0,30+0,01bc 1,85+0,15cde 0,99+0,02b
CambA?2 1,76+0,04abcd 0,28+0,01bcd 1,95+0,02bcd 0,85+0,02b
CambA®6 2,24+0,12a 0,27+0,01cd 1,48+0,05de 0,83+0,03b
Rejeito ND 0,26+0,01cd 2,97+0,02ab 1,36+0,05a
S Zn Fe Mn
% mg kg™

Mata 0,40+0,01cd 162,6+05,71c 5111+156,1b 356,23+15,29a
Neo 0,54+0,01b 932,4+28,19a 3642+266,4cd 170,20+04,82bc
NeoA1l 0,38+0,01cde 626,3+35,50b 4214+167,0cd 182,00+04,17b
NeoA2 0,41+0,00bc 1161,6+48,42a 1486+52,22¢ 122,80+04,68¢c
NeoA6 0,3610,01e 555,8+12,20b 2867+07,89cd 105,97+05,41c
Camb 0,511£0,01b 461,9+25,10b 5290+52,83b 125,95+02,04c
CambAl 0,3840,00cde 520,9+24,08b 2876+37,41cd 90,02+02,80c
CambA?2 0,43+0,01bc 572,9+31,04b 3138+123,3cd 132,87+04,95¢c
CambA®6 0,45+0,01bc 805,7+16,29ab 2767+51,45e 149,33+03,61c
Rejeito 0,64+0,01a 230,2+03,75¢c 8733+240,6a 334,18+08,31a

*Valores s&o as meédias + erros médios. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste Duncan a niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05)

**ND nao determinado devido a baixa producédo de matéria seca.



FIGURA 6.3. Toxicidade de cobre em plantas de aveia (Avena sativa) crescidas
em solo vitivinicola contaminado com cobre (Neossolo) (A); efeito
dos diferentes tipos de solo contaminados com cobre (B); efeito
da inoculacao de isolados resistentes ao cobre (A1, A2 e A6) em
solo vitivinicola contaminado com cobre (Cambissolo) (C); e efeito
da inoculacao de isolados resistentes ao cobre (A1, A2 e AG) em
solo vitivinicola contaminado com cobre (Neossolo) (D).

Os teores de cobre na massa seca da parte aérea (MSPA) e
radicular (MSR) e cobre total extraido pelas plantas de aveia preta apés 47 dias
de crescimento em trés solos contaminados com cobre sdo mostrados na
Figura 6.4. Os tratamentos que favoreceram a absorgéo do cobre pelas plantas
de aveia e acumulo na parte aérea foram o rejeito e o CambA2, onde
acumulou-se mais de 170 e 127 mg kg™ de Cu, respectivamente. Embora as
concentracdes de cobre na parte aérea do tratamento CambA2 dos demais
tratamentos em que as plantas apresentaram absor¢cao menor nio diferirem,
nota-se que esta absorg¢ao foi quase duas vezes maior quando comparada com

os demais. Por outro lado, em relagéo ao cobre na parte radicular, ocorreu uma
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maior absorg¢ao deste elemento no tratamento com Neossolo (Neo, 1487,67 mg

kg"), seguido do tratamento com Cambissolo (Camb, 1324,75 mg kg™') e o
Cambissolo inoculado com o isolado A6 (CambA6, 1250,00 mg kg™).

Na avaliacdao das plantas cultivadas no Neossolo, houve maior
absorgao total de cobre entre todos os tratamentos (1549,91 mg de Cu kg™ de
massa seca) - todas os tratamentos contaminados com cobre ficaram na faixa
de plantas hiperacumuladoras, sendo superior aos tratamentos subsequentes,
seguido do Cambissolo e do Rejeito com absorgéo total de 1379,62 e 1291,02
mg de Cu kg' de massa seca, respectivamente. Quando foi inoculado o
isolado A6 no Cambissolo houve uma maior extragao total de cobre (1332,13
mg kg”' de Cu), embora a inoculagdo com o isolado A2 tenha proporcionado
maior acimulo de cobre na parte aérea das plantas (mais de 127 mg kg™ de
Cu), mudando a classificagédo da concentragdo da parte aérea da planta, de
uma planta resistente (entre 60 e 100 mg kg’ de cobre) para uma planta

acumuladora de cobre (entre 100 e 1000 mg kg™’ de cobre) (Figura 6.4).
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FIGURA 6.4. Concentragdes de cobre na parte aérea e radicular e cobre total
extraido por plantas de aveia em diferentes solos contaminados
com cobre: Mata nativa (Controle); Neossolo (Neo); Cambissolo
(Camb) e rejeito de mineragao (Rejeito); e efeito da inoculagéo de
trés isolados em A1 (P. putida); A2 (S. maltophilia) e A6 (A.
calcoaceticus) em dois solos de vitivinicultura (Neossolo e
Cambissolo). Barras representam o erro médio. *Médias seguidas
de mesma letra na mesma nao diferem entre si pelo teste Duncan
a niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05).



6.4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo caracterizam a fitoextragao de cobre por
plantas de aveia preta e o efeito nutricional com a toxicidade deste elemento,
juntamente com o efeito da inoculagdo de bactérias isoladas da rizosfera de
plantas de aveia preta em areas contaminadas com cobre como areas de
vitivinicultura e area de rejeito de mineragdo de cobre. Bactérias resistentes a
metais pesados e isoladas da regiao rizosférica, podem ser utilizadas como
bactérias promotoras de crescimento, proporcionando algum efeito benéfico a
planta, como melhor crescimento vegetal ou até mesmo o aumento na
absorcao de metais pesados (Dell’Amico et al., 2008; Chen et al., 2008; Kumar
et al., 2008; Sheng et al., 2008; Ma et al., 2009a; 2009b; 2009c).

A altura de plantas, MSPA e MSR de aveia preta foram maiores no
Cambissolo. Quando as plantas de aveia foram inoculadas com os isolados A1
e AB, e cultivadas em Neossolo com contaminacdo de mais de 200 mg kg™ de
cobre, estes isolados promoveram o melhor crescimento para a planta,
mostrando efeito benéfico a inoculagdo destes isolados resistentes ao cobre,
pela produgdo de massa com mais de 1 g/vaso, apos 47 dias de cultivo em
casa de vegetacdo. A producdo de massa seca destas plantas foram inferiores
as de Elsholtzia splendens, uma planta hiperacumuladora utilizada para a
fitorremediagc&do, onde esta planta produziu massa seca de mais de 7 g/vaso
apods 70 dias de cultivo em solo contaminado com 60 mg kg™ de cobre (Jiang et
al., 2004).

Os exsudatos dos microrganismos podem agir como agentes
quelantes, podendo promover a absorcdo de metais pesados pelas plantas
pelo aumento da biodisponibilidade destes metais. Estes compostos organicos
podem se ligar aos metais pesados, anteriormente ligados ao solo, assim
deixando os metais disponiveis para as plantas. Este comportamento foi

observado com a utilizagdo de EDTA em solos contaminados com metais
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pesados, que melhorou a absorg¢ao destes metais (Khan et al., 2000). O isolado

A2 promoveu a absorcdo de cobre pelas plantas de aveia, observando-se
menor crescimento e maior incidéncia dos sintomas de toxidez ao cobre,
resultado das concentracbes encontradas na massa seca da parte aérea que
foram duas vezes maior (127 mg kg™') do que os demais tratamentos. Em um
trabalho semelhante com a inoculagdo de uma planta hiperacumuladora (E.
splendens) foi observada a acumulacdo de até 100 mg de Cu kg™ de massa
seca da parte aérea com a inoculagdo do isolado MS3, isolado da regido
rizosférica das raizes de E. splendens (Chen et al., 2005). Este isolado também
proporcionou uma maior solubilizagdo do cobre do solo para a solugdo do solo
(Chen et al., 2005).

Outra explicacédo para a maior absor¢céo de cobre proporcionada por
microrganismos do solo localizados préximos as raizes das plantas, seria a
reducao de Cu(ll) para Cu(l) pelas bactérias na regiao rizosférica, onde este
metal se tornaria mais movel, e consequentemente pode ser transportado ou
absorvido pela planta. Resultados de outros trabalhos mostram que a reducéao
do cobre é um fator importante para a sua biodisponibilidade no ambiente
(Capitulo 1), bem como os isolados utilizados para este experimento sao
excelentes redutores de cobre (dados n&o apresentados).

Os outros isolados (A1 e A6), quando inoculados em Neossolo,
melhoraram o crescimento da aveia preta como produg¢do de massa da planta
e acumulacado de cobre na parte aérea da planta. Efeitos similares foram
encontrados em outros trabalhos com Ni e Cd, onde bactérias promotoras de
crescimento como Methylobacterium oryzae e Burkholderia sp. reduziram o
efeito toxico dos metais pesados (Ni e Cd) e promoveram o crescimento das
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) (Madhaiyan et al., 2007). Esta
promogao do crescimento pode ser explicada pela producdo de sideréforos,
acido indol acético e solubilizacdo de fosfatos que melhoram a resisténcia ao
estresse das plantas (Dell’Amico et al., 2008; Kumar et al., 2008; Sheng et al.,
2008; Ma et al., 2009a; 2009b; 2009c).

As plantas de aveia preta foram mais eficientes na fitoextragdo de
cobre em comparacdo a outras espécies utilizadas na fitorremediacdo de
ambientes contaminados. Plantas de Rosa grusss na teplitz (Rosa vermelha)
obtiveram fitoextracdo maxima de 90 mg kg™ de Cu quando as plantas foram

submetidas a uma concentracdo de 800 mg L™ de cobre (Bhatti et al., 2009),
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sendo que, neste trabalho, as plantas de aveia extrairam mais de 170 mg de

cobre por kg'1 de massa seca na parte aérea das plantas, no tratamento com
Rejeito (576 mg kg™’ de cobre).

Metais pesados podem interferir na absorg¢ao e transporte de outros
nutrientes e ocasionar disturbios na nutricdo mineral das plantas.
Consequentemente, metais pesados podem resultar em efeitos fitotdxicos pela
influéncia no metabolismo nutricional mineral das plantas (Monni et al., 2000).
Neste estudo, o solo (Neossolo), sob vitivinicultura contaminado com cobre,
obteve acréscimo nas concentragdes de N, P, K, Ca, S, Zn e Fe na massa seca
da parte aérea das plantas. Em outro trabalho com a avaliagdo nutricional
ocorreu o oposto, onde plantas de Rumex japonicus reduziram a absorgéo de P
e Fe, embora tenham aumentado as concentragdes de Ca na parte aérea (Ke
et al., 2007).



6.5 CONCLUSOES

Plantas de aveia preta (Avena sativa) sdo eficientes para a
fitoextracdo de cobre das areas contaminadas em estudo. A inoculagao das
plantas com os isolados € benéfica para a fitorremediacdo. Os isolados
Pseudomonas putida A1 e Acinetobacter calcoaceticus A6 promoveram o
crescimento das plantas inoculadas como aumento na produgao de massa
seca da parte aérea e radicular, e o isolado Stenotrophomonas maltophilia A2
aumenta a fitoextracdo do cobre pela parte aérea das plantas. Desta maneira,
plantas de aveia preta juntamente com a inoculagdo de isolados altamente
resistentes ao cobre, sdo uma alternativa viavel para a utilizacdo dos mesmos

na fitorremediacao de areas contaminadas com cobre.
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CAPITULO VI

ANALISE DA MICROBIOTA DO SOLO POR PCR-DGGE APOS
BIOLIXIVIACAO DE AREAS CONTAMINADAS COM COBRE



7.1 INTRODUCAO

O cobre é um nutriente essencial para todos os organismos vivos.
Contudo, concentragdes excessivas deste metal sdo téxicas para a maioria
destes organismos. Areas contaminadas com cobre tém aumentado
constantemente com o uso de fungicidas e fertilizantes na agricultura. Areas de
vitivinicultura sdo atualmente sitios em contaminagcdo com cobre, devido ao
tratamento continuo com fungicidas a base de cobre. As areas de mineragao
de cobre aumentam a contaminagdo deste metal em areas adjacentes e
também produzem grandes quantidades de residuos. Estes residuos sao
descartados em areas adicionando altas concentragcdes de cobre, e
consequentemente, gerando poluicdo ambiental. A poluicdo com metais
pesados podem causar mudang¢as na composi¢ao da comunidade microbiana
(Atlas & Bartha, 1997).

Areas contaminadas por metais pesados devem ser recuperadas, e
processos de remediagdo Sao necessarios para remover estes metais.
Algumas técnicas como a biolixiviagdo e a biohidrometalurgia tém sido
utilizadas para a extracido de metais pesados ou descontaminagdo ambiental
(Brierley & Brierley, 2001; Gonzalez-Toril et al., 2003; Demergasso et al., 2005;
Halinen et al., 2009a; 2009b). A biolixiviagdo € uma tecnologia emergente com
potenciais significativos para adicionar valor as industrias de mineragéo, tanto
quanto adicionar beneficios ambientais e sociais para todos os associados
(Pradhan et al., 2008). Esta técnica também pode ser utilizada com alta
eficiéncia para extragcao de cobre de rochas de calcopirita (Plumb et al., 2008;
Pradhan et al., 2008). Aplicagcdes de biolixiviagdo, envolve a presenca de
microrganismos acidofilos que crescem em uma faixa de pH entre 0 e 3, e
oxidam ions de Fe(ll) para Fe(lll). O ion férrico hidrolisa faciimente e forma
hidroxidos de Fe(lll) ou jarosita. A precipitacdo da jarosita tém sido reportada

até em pH entre 1,35-1,5 (Atlas & Bartha, 1997). Especialmente para o cobre, a
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aplicagdao comercial da biohidrometalurgia comegou com a biolixiviagdo do

cobre nas areas de mineragdo sub-marginais. Hoje, a biolixiviaggdo é um
processo muito barato para extrair cobre de rochas que ndo sao
economicamente processadas por algum outro método. Apesar do sucesso
comercial da biolixiviagdo, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas para
melhorar os componentes microbioldgicos deste processo de lixiviagdo
(Brierley & Brierley, 2001). Aléem do mais, € necessario saber quais processos e
microrganismos estdo agindo neste sitio.

A técnica de DGGE é uma ferramenta eficiente que tem sido
utilizada com sucesso na investigacdo de microrganismos predominantes em
diferentes ambientes e sitios (lwamoto et al., 2000; Mohlenhoff et al., 2001;
Gillan, 2004; Demergasso et al., 2005; Petersen & Dahllof, 2005; Li et al., 2006;
Hu et al., 2007; Wang et al., 2007; 2008a; 2008b; Anderson et al., 2008;
Asakawa & Kimura, 2008; Dell’Amico et al., 2008; Diaz-Ramirez et al., 2008;
Halinen et al., 2009a; 2009b; Martinez-lfigo et al., 2009). O monitoramento de
microrganismos no ambiente, quando afetados por metais pesados, também
utiliza a técnica de DGGE (Gillan, 2004; Demergasso et al., 2005; Li et al.,
2006; Hu et al., 2007; Wang et al., 2007; 2008a; 2008b; Anderson et al., 2008;
Asakawa & Kimura, 2008; Dell’Amico et al., 2008; Martinez-liigo et al., 2009).
Além disso, a identificacdo destes microrganismos, bem como a caracterizagao
da populacdo nestas areas, pode fornecer informagdes uteis para futuros
estudos em biorremediacdo e recuperacdo de sitios poluidos com cobre por
microrganismos mais eficientes. Em virtude disto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar condicbes ambientais para a biolixiviagdo em dois substratos. Utilizou-
se solos contaminados com cobre de uma area de vitivinicultura e de rejeito de
mineracao de cobre como substratos para avaliar o efeito do Fe, acido sulfarico
e cloridrico e das condi¢cbes 6timas para a biolixiviagdo do cobre ex situ. A
comunidade microbiana responsavel pela lixiviagdo foi caracterizada pela
técnica de PCR-DGGE.



7.2 MATERIAL E METODOS

A avaliagao da biolixiviagao do cobre dos substratos em estudo foi
realizada nos laboratérios da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil. As analises de PCR-DGGE e a
identificacdo dos microrganismos foram conduzidas nos Laboratorios do
Departamento de Biologia da Universidade de Auburn de Montgomery (AUM),
Alabama, USA.

7.2.1 Solo e substrato utilizados

O solo e substrato foram coletados de duas areas contaminadas no
Sul do Brasil. O solo classificado como Neossolo foi coletado de uma area de
vitivinicultura localizada em Bento Gongalves, RS, na Estacdo Experimental da
EMBRAPA (29°09'63,92"S e 51°31'39,40"0). O rejeito foi coletado em uma
area de rejeito de mineragado de cobre, localizado na cidade de Cacapava do
Sul, RS (30°30'45,74"S e 53°29'25,30"0). As caracteristicas fisicas e quimicas

destes substratos sao apresentados na Tabela 7.1.

TABELA 7.1: Analise quimica e fisica do Neossolo (vitivinicultura) e rejeito de
mineracao de cobre.

Substratos pH CTC MO Argila Cu Zn Mn
1:1 cmol,dm®  gDM? L — Lo e —
Neossolo 6,3 17,2 2,6 19 207 19,0 55
Rejeito 7,9 - 0,9 02 576 0,8 02
Ca Al Mg H+ Al S P K
————————————————— (o1 11e] e[| A — -m-mm-m-- MQ o[y —
Neossolo 10,9 0,0 3,1 2,8 06,1 28 142
Rejeito 24,2 0,0 1,7 - 12,3 32 032

O solo e rejeito de mineragao foram coletados, secados, peneirados
(peneira de 3 mm), homogeneizados e posteriormente pesados em amostras

de 140 g dentro de frascos de plastico com volume de 200 mL, utilizados como
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unidades experimentais. Apos a pesagem das amostras, foram adicionados 10

mL de cada solugdo de tratamento (Tabela 7.2) nos respectivos substratos
previamente identificados, e a umidade do solo foi ajustada a 80% da

capacidade de campo com agua deionizada.

TABELA 7.2: Solugdes de tratamento aplicadas no solo e rejeito de mineragao,
e condicdes para a biolixiviacdo do cobre.

Trat  Substrato SolucgBes de Tratamento Solugdes de Extracdo
1" condicéo 2" condicéo
N1 Neossolo H>O (deionizada) H,O H,O
N2 Neossolo HCI (0,01%) H,0O HCI
N3 Neossolo H.S04(0,128%) H,O H,SO,
N4 Neossolo FeSO, (1,35 mM) H,O FeSO,
N5 Neossolo FeSO, (1,35 mM) + H,SO4 (0,128%) H,O FeSO4+H,SO,
N6 Neossolo Sem tratamento-solo original - -
R1 Rejeito H,O (deionizada) H,O H,O
R2 Rejeito HCI (0,01%) H,O HCI
R3 Rejeito H>S04(0,128%) H.O H,SO,
R4 Rejeito FeSO, (1,35 mM) H.O FeSO,
R5 Rejeito FeSO, (1,35 mM) + H,SO,4 (0,128%) H,O FeSO,+H,SO,
R6 Rejeito Sem tratamento-solo original - -

7.2.2 Biolixiviacdo do solo e substrato

O experimento foi conduzido em duas condigdes. Na primeira
condigdo, a umidade do solo e do rejeito de todos os tratamentos foram
ajustados com agua deionizada e incubados a temperatura ambiente. A
solugédo do solo foi obtida pelo método de deslocamento por coluna (Barber,
1984) utilizando agua deionizada. Na segunda condi¢do, a umidade do solo e
substrato foi ajustada com as mesmas solugdes de tratamento e os
tratamentos foram incubados a temperatura controlada (30°C £ 1). Nesta
condigdo, a solugédo do solo e rejeito foi obtida da mesma forma da primeira
condigdo, mas utilizando as mesmas solu¢cdes de tratamento (Tabela 7.2).
Foram adicionados 30 mL de agua ou solugdes de tratamento apds atingir
100% da capacidade de campo dentro das amostras, e foi conduzido por 8 h
de acordo com cada condicdo experimental. Apds a coleta das solugoes, o pH
das solugdes e a concentragdo de cobre nas solugdes do solo e rejeito foram
analisados. A concentracao de cobre na solucao foi analisada por ICP-OES e o

pH da solugéo foi mensurado por pH-metro (Mark Analion PM 608).
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Apos a aplicacédo dos tratamentos da primeira condicdo aos solos e

substratos, os mesmos foram incubados por 39 dias a temperatura ambiente
(entre 20 e 33°C). Apos a incubagao, a solugdo dos solos e substratos foram
coletadas trés vezes, sendo 40, 50, e 60 dias apds a instalacdo do
experimento. Durante este periodo, foi adicionado aos solos e substratos 50
mL de cada solugédo de tratamento, e a umidade do solo e substrato elevada a
80% da capacidade de campo com agua deionizada. Para a primeira
amostragem da solugdo dos solos e substratos foi adicionado 10 mL a mais,
das suas respectivas solugcdes de tratamento. Para a segunda e terceira
amostragem foi adicionado 20 mL de cada solugao de tratamento dentro das
suas respectivas amostras e incubadas até sua coleta.

A segunda condicdo experimental foi conduzida apdés a terceira
coleta da solugao dos solos e substratos. Posteriormente, as amostras de solos
e substratos foram drenadas a temperatura ambiente (por 15 dias), e, em
seguida, inicializado o periodo de incubagao. Neste periodo, foram adicionadas
somente as solugdes de tratamento em cada amostra por 30 dias e incubadas
a temperatura controlada de 30°C (+1). A solugado dos solos e substratos foi
coletada duas vezes, sendo 105 e 115 dias apods o inicio do experimento. A
umidade do solo e rejeito foi ajustada duas vezes por semana a 80% da

capacidade de campo com as mesmas solugdes de tratamento.

7.2.3 Extragédo do DNA

ApoOs analisar todas as solugdes dos substratos, as amostras foram
coletadas e estocadas em freezer (-4°C) até a extracdo de DNA. A extragao do
mesmo foi realizada para todos os tratamentos com a utilizacdo do kit
UltraCleanTM Soil DNA Isolation Kit (MOBIO, USA), com as seguintes
modificagdes. Foi utilizado 0,5 g de amostra de cada substrato (solo e rejeito).
As amostras pesadas foram colocadas dentro dos tubos (impact beads), sem a
solucao previamente adicionadas pelo fabricante, e adicionado 1 mL de tampéo
estéril 1 x TAE (20 mM Tris, 10 mM acetate, 0,5 mM EDTA pH 7.4). Apés, as
amostras foram colocadas horizontalmente no Vortex por 1 min em maxima
velocidade. Apds este procedimento, estes tubos foram centrifugados a 10.000
rom por 10 min, e foi recolhido o sobrenadante para os seguintes
procedimentos de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a extragdo do

DNA, ele foi utilizado para a amplificacao por PCR.
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7.2.4 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase foi utilizada para amplificar o
gene do RNA ribossomal da regido 16S do DNA gendmico. Foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores 338F-CG (5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG
CGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCA-3) e 519R - (5-
GWATTACCGCGGCKGCTG-3’). A reacédo de mistura para PCR consistia em
25 pL de PCR master mix (Promega, Madison, WI), amostra de DNA genémico
(2 pL), oligonucleotideo iniciador 338F (10 uL=5 pmol), oligonucleotideo
iniciador 519R (10 uL=5 pmol) e completado a volume final de 50 uyL com agua
livre de nucleases. O gene 16S rRNA foi amplificado utilizando 35 ciclos de
PCR (desnaturagao inicial a 95°C por 5 min.; subsequente desnaturacdo a
95°C por 0,5 min; temperatura de anelamento a 50°C por 1 min.; temperatura
de extensao a 72°C por 1 min e extenséo final a 72°C por 5 min.). Os produtos

do PCR foram analisados em gel de agarose 1% por eletroforese.

7.25 Andlise de eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE)

As analises de DGGE foram realizadas com o sistema universal de
deteccdo de mutagdo universal DCODE (Biorad, Hercules, CA, USA). O
produto do PCR gerado pelos oligonucleotideos iniciadores 338F-CG e 518R
foi colocado dentro de um gel de policrilamida 8% (p/v), buffer 1x TAE (20 mM
Tris, 10 mM acetato, 0,5 mM EDTA pH 7.4), e espagadores de 1 mm e placas
com dimensdes de 16 x 16 cm. O gel de policrilamida foi confeccionado com
gradiente desnaturante linear de uréia e formamida entre 40% e 60% (onde
100% de desnaturagcédo contém 7 M uréia e 40% formamida) pelo marcador de
gradiente (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As condi¢cbes de eletroforese foram:
corrida durante 4 h a 200 W em 1x TAE buffer a temperatura constante de
60°C. As placas de géis foram resfriadas em banho de gelo por 10 min, e os
géis foram corados em solucdo de brometo de etideo (0,5 pg mL™") por 2 h, e
descorados em buffer 1x TAE por mais 2 h. O gel descorado foi posicionado
em um trans-illuminator UV e digitalizado com uma camera digital. As bandas
dos géis de DGGE foram cortadas com giletes novas e estéreis. As bandas
cortadas foram armazenadas dentro de tubos eppendorfs novos de 1,5 mL
contendo 20 pL de agua livre de nucleases. Para a retirada do DNA de dentro

das bandas dos géis de policrilamida, foi realizado trés ciclos de congelamento
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e aquecimento (-80 e 50°C respectivamente), e 1 yL do DNA diluido foi

amplificado com os oligonucleotideos iniciadores 338F-CG e 519R. As

condicdes do PCR foram apresentadas na se¢ao anterior.

7.2.6 Similaridade das sequéncias de DNA e analise filogenética
Apo6s o PCR das bandas dos géis, a analise das sequéncias de DNA
e pesquisas de homologia foi utilizada a analise BLAST com as bases de
dados de sequéncia de nucleotideos (blastn). O Genbank BLAST (N) foi
utilizado para as pesquisas de homologia. As analises filogenéticas foram

conduzidas com o auxilio do programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007).



7.3 RESULTADOS

A biolixiviagdo nos diferentes tratamentos apresentaram a mesma
tendéncia na primeira condigao experimental, quando foram comparados com o
tratamento controle (N1) no solo de vitivinicultura (Figura 7.1). A primeira
condigdo experimental foi representada pelas trés primeiras amostragens
(coletas) em cada tratamento, e foi menos eficiente na biolixiviagdo do cobre
quando comparada com a segunda condi¢cdo. Os tratamentos na quinta coleta
que receberam acidos (N2, N3 e N5) apresentaram a maior biolixiviagdo de
cobre, quando comparados aos demais, extraindo concentracdes de 21,44;
82,56 e 59,91 mg de cobre por kg' de solo, respectivamente. As
concentracbes de cobre biolixiviados em todos os tratamentos na segunda
condigao foram superiores a 11 mg kg'1, e a maior extracdo de cobre ocorreu
com a quinta coleta, utilizando-se o tratamento com H,SO,4 (N3) com mais de
82 mg kg™ de cobre biolixiviado do solo apés 115 dias de incubagéo. Por outro
lado, a primeira condigdo nao atingiu mais de 1,42 mg de cobre por kg™ de solo
(N5, 22 Coleta).

O tratamento com acido sulfurico Hy;SO, (R3) apresentou
biolixiviagcao de 2,60 mg kg'1 na quarta coleta da solugdo do substrato, e o
tratamento com ferro e acido junto (FeSO, e HySO4 (R5)) apresentou os
valores mais altos na biolixiviagdo do cobre na quarta e quinta coleta com
15,08 mg kg e 20,12 mg kg™, respectivamente, quando comparados com os
outros tratamentos no rejeito de mineragcdo de cobre (Figura 7.2). A segunda
condicdo experimental mostrou melhores resultados na biolixiviagado do cobre
neste substrato em estudo.

Na primeira condicdo experimental, ocorreu um pequeno aumento
no pH entre as trés coletas no solo e substrato em estudo (Tabela 7.3). Apds o
inicio da segunda condi¢cdo, o pH foi reduzido drasticamente no solo de

vitivinicultura, pH 7,0 e 8,28, para pH entre 2,39 e 5,54. Este efeito n&o foi tdo
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acentuado no rejeito de mineragao de cobre, em que o pH apresentou-se entre

uma faixa de 6,38 e 7,13 na segunda condigdo. O tratamento com a maior
reducao de pH foi o N5 com ferro e acido combinados (FeSO4+H>SO4) de um

pH 7,51 na terceira coleta, para pH 2,37 na quarta coleta da solugao do solo.
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FIGURA 7.1. Biolixiviagdo do cobre do solo de vitivinicultura (Neossolo)
contaminado com cobre (mg de Cu por kg~ de solo) com
diferentes  tratamentos: N1=Hy0, N2=HCIl, N3=HySO,,
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FIGURA 7.2. Biolixiviagdo do cobre de rejeito de mineragao de cobre (mg de
Cu por kg'1 de solo) com diferentes tratamentos: R1=H,0,
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TABELA 7.3. pH da solugdo, apo6s a extracdo das solugbes dos solos e
substratos (Neossolo (N) e rejeito de mineragdo de cobre (R))

com diferentes tratamentos.

Tratamento 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta 42 Coleta 52 Coleta
pH
N1 6,75+0,01* 7,9940,15 8,13+0,11 5,31+0,13 5,5410,10
N2 6,63+0,10 7,72+0,20 7,74+0,19 4,60+0,13 3,7540,21
N3 6,69+0,12 7,41+£0,19 7,26+0,51 2,92+0,11 2,39+0,28
N4 6,67+0,15 7,49+0,09 7,100,21 5,20+0,01 4,34+0,22
N5 6,7810,20 7,81+0,11 7,51+0,12 2,37+0,07 2,93+0,11
R1 7,65+0,18 7,98+0,00 8,00+0,10 7,30%0,01 7,00£0,03
R2 7,63+0,01 7,92+0,01 7,92+0,11 7,150,07 6,56+0,31
R3 7,86+0,13 7,99+0,12 8,06+0,07 7,28+0,12 6,86+0,11
R4 7,83+0,15 8,02+0,09 8,28+0,01 7,35+0,11 7,13+0,21
R5 7,77+0,09 7,93+0,14 8,12+0,18 6,68+0,32 6,3810,10

* Valores indicam as médias * erro médio.

A Figura 7.3 mostra as fotos dos perfis dos géis de policrilamida
apos a analise de PCR-DGGE, indicando o numero de bandas detectadas em
cada tratamento. O numero de bandas detectadas em cada tratamento do solo
de vitivinicultura contaminado com cobre foram quatro diferentes bandas: A, B,
C e D (Foto 1. Neossolo), e duas bandas diferentes no rejeito de mineracao
com os diferentes tratamentos: A e B (Foto 2. Rejeito). Neste ultimo perfil,
somente o tratamento com HCI (R2) apresenta somente a banda A no perfil, e

os demais tratamentos apresentam as bandas A e B.

FIGURA 7.3. Perfis dos géis de DGGE. Foto 1: bandas (A, B, C e D) nas
amostras dos tratamentos em Neossolo (N); Foto 2: bandas (A
e B) nas amostras dos tratamentos em rejeito de mineragao de
cobre (R).



110

Trinta e cinco bandas foram cortadas e sequienciadas dos géis de

DGGE de solo de vitivinicultura e rejeito de mineragdo de cobre (Figura 7.3), e

28 bandas foram identificadas pela analise da sequéncia do gene do RNA

ribossomal da regidao 16S (Tabela 7.4). A Figura 7.4 apresenta o dendrograma

entre as bandas identificadas das duas areas contaminadas com cobre em

estudo. O tamanho das sequéncias de nucleotideos utilizadas para a analise

no Genbank blast e para a construgédo da arvore filogenética, foram entre 165 a

184 bases de acidos nucléicos.

TABELA 7.4. Composicao das espécies identificadas referentes ao gel de
PCR-DGGE do Neossolo (N) e do rejeito de mineragao de cobre
(R), ap6s o periodo de incubacéo.

Trat-Banda Identificacao N° de Acesso Similaridade (%)
N1-A Rhodobacter sp. GQ351416.1 85
N1-B Silicibacter sp. CP000377.1 89
N1-C Bacillus sp. EU834945.1 76
N1-D Paracoccus sp. GQ324230.1 88
N2-A Pediococcus sp. FJ609993.1 82
N2-B Myxococcales EU437496.1 80
N2-C Clostridium sp. FJ609998.1 75
N2-D Paracoccus sp. GQ324230.1 70
N3-A Thiomonas sp. FJ628383.1 86
N3-B Firmicutes EF491067.1 75
N3-C Caulobacter vibrioides AY512823.1 87
N3-D Paracoccus sp. GQ324230.1 91
N4-A Rhodobacter sp. GQ351416.1 68
N4-B Sphingobacteria EU328071.1 80
N4-D Paracoccus sp. GQ324230.1 92
N5-A Serratia sp. FJ609989.1 78
N6-C Actinomycetales GQ351423.1 80
N6-D Clostridium sp. DQ196621.2 84
R1-A Sphingomonas sp. EF554984 .1 88
R1-B Sphingobacteria EF664090.1 73
R2-A Sphingomonas sp. EU196323.1 80
R3-A Sphingomonas sp. EU196323.1 89
R3-B Sphingomonas sp. FM881808.2 77
R4-A Sphingomonas sp. GQ169809.1 91
R4-B Paracoccus sp. GQ324230.1 81
R5-A Sphingomonas sp. GQ169809.1 86
R5-B Paracoccus sp. GQ324230.1 87
R6-B Enterobacter sp. FJ609991.1 82

No solo de vitivinicultura, dois isolados foram identificados como

Rhodobacter sp. (no tratamento-banda N1-A e N4-A), um como Silicibacter sp.

(N1-B), um como Bacillus sp. (N1-C), quatro como Paracoccus sp. (N1-D; N2-

D; N3-D e N4-D) todos na banda D, um como Pediococcus sp. (N2-A), um

como Myxococcales (N2-B), dois como Clostridium sp. (N2-C e N6-D), um

como Thiomonas sp.

(N3-A),

um como Firmicutes

(N3-B),

um como


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254547914&dopt=GenBank&RID=9DTR0PWF014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=99036121&dopt=GenBank&RID=9DT5VWE501S&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194477494&dopt=GenBank&RID=9DNCF541014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DPZYKN8016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223711852&dopt=GenBank&RID=9DTVRT6X01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183206752&dopt=GenBank&RID=9DT4V220014&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223711857&dopt=GenBank&RID=9DNKV3NJ01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DPZYKN8016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223018247&dopt=GenBank&RID=9DU091T3014&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148872654&dopt=GenBank&RID=9DUJHXJH01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=41323204&dopt=GenBank&RID=9DSWTUUY014&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DPZYKN8016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254547914&dopt=GenBank&RID=9DU59HXP014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=168420441&dopt=GenBank&RID=9DUMFW1B016&log$=nucltop&blast_rank=24
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DPZYKN8016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223711848&dopt=GenBank&RID=9DU9CUNV01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254547921&dopt=GenBank&RID=9DP56JZC01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194245266&dopt=GenBank&RID=6RFZTA5U012&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=146760698&dopt=GenBank&RID=9DSM9SJ3014&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151351381&dopt=GenBank&RID=9DUE2TFC01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158562704&dopt=GenBank&RID=9DT00HXP01N&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=158562704&dopt=GenBank&RID=9DPAZ24301N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219899208&dopt=GenBank&RID=9DSHBDC001N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=241912498&dopt=GenBank&RID=6RESPGXF012&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DMMK2DH014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=241912498&dopt=GenBank&RID=9DPGVHGN01N&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254771919&dopt=GenBank&RID=9DPTKYGD01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223711850&dopt=GenBank&RID=9DM8499K01S&log$=nucltop&blast_rank=17
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Caulobacter vibrioides (N3-C), um como Sphingobacteria (N4-B), um como

Serratia sp. (N5-A), e um como Actinomycetales (N6-C) (Tabela 4). No rejeito
de mineragao de cobre, foram identificados seis isolados como Sphingomonas
sp. (R1-A; R2-A; R3-A; R3-B; R4-A e R5-A), um como Sphingobacteria (R1-B),
dois como Paracoccus sp. (R4-B e R5-B), e um como Enterobacter sp. (R6-B)
(Tabela 7.4).

Para os microrganismos Bacillus sp. (N1-C), Clostridium sp. (N2-C),
Paracoccus sp. (N2-D), Serratia sp. (N5-A), Sphingobacteria (R1-B) e
Sphingomonas sp. (R3-B), tiveram uma pocentagem de similaridade entre uma
faixa de 70 a 78% com as sequéncias enviadas ao GenBank. Para os
microrganismos Rhodobacter sp. (N1-A), Silicibacter sp. (N1-B), Paracoccus
sp. (N1-D e R5-B), Pediococcus sp. (N2-A), Thiomonas sp. (N3-A), Caulobacter
vibrioides (N3-C), Clostridium sp. (N6-D), Sphingomonas sp. (R1-A; R2-A; R3-
A; e R5-A), e Enterobacter sp. (R6-B) obtiveram uma porcentagem entre uma
faixa de 80-89% de similaridade com as sequéncias do GenBank. Ja as
sequéncias obtidas com maior porcentagem de similaridade, foram dos
microrganismos Paracoccus sp. (N3-D), Paracoccus sp. (N4-D), e
Sphingomonas sp. (R4-A) com 91, 92 e 91% de similaridade, respectivamente
(Tabela 7.4).
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N6-D; Clostridium sp.

R5-B; Paracoccus sp.

— N 3-D; Paracoccus sp.
N1-A; Rhodobacter sp.
N5-A; Serratia sp.

p—— N 1-B; Silicibacter sp.

R1-B; Sphingobacteria

N3-C; Caulobacter vibrioides

N4-B; Sphingobacteria

R6-B; Enterobacter sp.

N2-B; Myxococcales sp.

N2-D; Paracoccus sp.

N4-A; Rhodobacter sp.

N3-B; Firmicutes sp.

R2-A; Sphingomonas sp.

N2-A; Pediococcus sp.

N2-C; Clostridium sp.

N6-C; Actinomycetales

R1-A; Sphingomonas sp.
N1-C; Bacillus sp.

R3-A; Sphingomonas sp.

— N3-A; Thiomonas sp.

R4-A; Sphingomonas sp.

R3-B; Sphingomonas sp.

R5-A; Sphingomonas sp.

p— R4-B; Paracoccus sp.

N1-D; Paracoccus sp.

N4-D; Paracoccus sp.

FIGURA 7.4. Dendrograma mostrando o agrupamento entre os organismos
identificados das bandas extraidas dos géis de PCR-DGGE de
Neossolo de area de vitivinicultura (N) e area de rejeito de
mineracao de cobre (R) baseados na sequencia do gene do
RNA ribossomal da regido 16S. O comprimento da sequencia
de nucleotideos utilizadas foi entre 165 e 184 bases de acidos
nucléicos.



7.4 DISCUSSAO

O cobre é um micronutriente essencial para os microrganismos
vivos, mas em altas concentragdes € considerado um metal téxico aos
organismos. A biolixiviagao pela microbiota de areas contaminadas (lwamoto et
al., 2000; Halinen et al., 2009a; 2009b) e estudos com biohidrometalurgia
(Brierley & Brierley, 2001; Gonzalez-Toril et al., 2003), especificamente com
calcopirita (Rubio & Frutos, 2002; Plumb et al., 2008; Pradhan et al., 2008), tém
recebido atencdo especial ultimamente. Neste trabalho foram utilizados
principios de biolixiviagdo de cobre e biohidrometalurgia para remover o cobre
de dois diferentes sitios contaminados com cobre (area de producgao vitivinicola
com 40 anos de cultivo e area de rejeito de mineragao de cobre). Além disso, a
analise de DGGE tem sido utilizada para o levantamento dos microrganismos
dominantes no ambiente (Muyzer et al., 1993; lwamoto et al., 2000; Mohlenhoff
et al., 2001; Gillan, 2004; Petersen & Dahllof, 2005; Li et al., 2006; Hu et al.,
2007; Asakawa & Kimura, 2008; Diaz-Ramirez, et al., 2008; Martinez-IAigo et
al., 2009).

Os tratamentos foram baseados nos principios de biolixiviagcdo e
biohidrometalurgia, onde o acido sulfurico pode promover a remog¢ao do cobre
pela reducédo do pH e pode ser uma fonte de enxofre para os microrganismos
autotroficos aciddfilos, que utilizam este elemento como fonte de energia para a
remogao do cobre do solo e libera-lo para a solugao (Atlas & Bartha, 1997). Os
tratamentos foram planejados com base na concentragdo de ions H* do
tratamento com HCI (N2 ou R2). O tratamento com H,SO, (N3 ou R3) foi
planejado com a mesma concentragdo de H* do tratamento com HCI. O
tratamento com FeSO4 (N4 ou R4) obteve a mesma concentracdo de SO4% do
tratamento com H,SO4, e o tratamento com H,SO4 e FeSO4 (N5 e R5) obteve
duas vezes a concentracdo de SO,* e a mesma concentracdo de ions H" e

ferro dos respectivos tratamentos. O tratamento com ions ferro foi utilizado,
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porque o ciclo do ferro € um importante elemento nos processos de

biolixiviagdo, pois vai ser reduzido ou oxidado, dependendo da concentragao
de oxigénio no solo e pela importancia da oxidagdo do sulfeto (Malki et al.,
2006). Entre os tratamentos utilizados, os que obtiveram maior remogao do
cobre dos substratos, via solugado, foram os tratamentos com a utilizacdo do
H2SO4 (N3 e R3; N5 e R5).

Entre as duas condigbes para a biolixiviagdo, a segunda condic&o,
sem a adicdo de agua no sistema e temperatura controlada a 30°C, foi a mais
eficiente do que a primeira condigdo, com a adicdo de agua e temperatura
ambiente. Na primeira condigdo ocorreu um pequeno aumento do pH da
solucao dos substratos entre as trés primeiras coletas, nos dois sitios em
estudo. Na segunda condicédo, o pH da solugédo do solo de vitivinicultura foi
drasticamente reduzido. Este efeito ndo foi tdo alto no rejeito de mineragéo de
cobre, isto demonstra que o poder tampéao do rejeito é alto. No caso, o rejeito
de mineracdo tem quase trés vezes a concentracdo de cobre do que o solo de
vitivinicultura, mas o cobre no rejeito € fortemente ligado e estavel em suas
estruturas. Além do mais, o pH do solo € um importante fator para a
biolixiviagdo dos minerais, onde alguns autores verificaram uma biolixiviagao de
12% do cobre total com pH 1,5 e menos de 1% quando o pH esteve em uma
faixa de 2,5 a 3,0 (Halinen et al.,, 2009a). Este efeito foi observado neste
trabalho, porque os valores de pH final estiveram entre 2,39 e 5,54 no solo de
vitivinicultura, e entre 6,38 e 7,13 no rejeito de mineragdo. Porém, outro
trabalho mostrou que o microrganismo Acidithiobacillus thiooxidans teve a
maior biolixiviagdo quando o pH inicial do solo foi 7,0, quando comparado com
pH 3,0 (Kumar & Nagendran, 2007). O pH e a temperatura sao considerados
os dois fatores ambientais mais indicados para retirar os metais dos solos
contaminados (Halinen et al., 2009b). Isto pode explicar porque a biolixiviagdo
do cobre nao foi tdo alta na primeira condicido experimental, e bem maior na
segunda condi¢gao experimental, com maior temperatura e maior acidificagao,
pela ndo adicdo de agua (pH da agua entorno de 7,0).

Apos o periodo de condugdo do experimento (115 dias), foi extraido
o DNA dos substratos (solo e rejeito) e utilizado para analisar a comunidade
microbiana dos substratos pelo método de PCR-DGGE. Com isto, foi
identificado mais de um microrganismo por banda no gel do PCR-DGGE do

solo de vitivinicultura. Os microrganismos identificados como Silicibacter sp.,
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Myxococcales, Firmicutes, e Sphingobacteria foram encontrados na banda “B”

deste solo. Para outros autores, € notério que uma banda possivelmente pode
representar mais de uma espécie (Heuer & Smalla, 1997) e também, algumas
bactérias podem produzir mais de uma banda pelo método de DGGE (Muyzer
et al., 1993). Comparando a analise dos dados obtidos neste estudo, com outro
estudo de um solo de vitivinicultura contaminado com cobre (Dell’Amico et al.,
2008), foi verificado que ha uma diversidade similar em algumas espécies
como Bacillus sp. e Sphingomonas sp., encontradas nos dois estudos.
Também foi verificado neste trabalho, que o microrganismo Sphingomonas sp.
apresentou uma maior freqiéncia em todos os tratamentos no rejeito de
mineragdo de cobre, menos no tratamento controle R6 (rejeito natural, sem
adicao de tratamentos).

Para as amostras de solo de vitivinicultura foi verificado um disturbio
na comunidade microbiana como nos tratamentos controles (N6 e N1). A
comunidade microbiana natural deste solo foi Actinomycetales e Clostridium sp.
(N6), e Rhodobacter sp., Silicibacter sp., Bacillus sp., Paracoccus sp. (N1), pois
as espécies Silicibacter sp. e Bacillus sp., e a Actinomycetales ndo foram
encontradas apos o periodo de incubacdo e a adicdo dos tratamentos. Os
resultados também concordam com outro trabalho com o monitoramento da
comunidade microbiana em agua subterranea pelo método de DGGE, onde foi
demonstrado que a comunidade bacteriana foi afetada apés o comeco dos
tratamentos e mudou aos 45 e 60 dias (lwamoto et al., 2000). Somente apos
este periodo formou-se uma comunidade relativamente estavel, mas diferente
da estrutura da comunidade original (lwamoto et al., 2000). Por outro lado, o
rejeito de mineracdo de cobre ocorreu o oposto, mantendo a comunidade
microbiana e a menor diversidade de microrganismos mesmo apés a aplicagao
dos tratamentos.

Devido a concentragado de policrilamida dos géis do DGGE serem
altas (6% até 12%), o comprimento da sequéncia de DNA obrigatoriamente tem
que ser pequena para que haja migragao do DNA no gel. Além disso, as
sequéncias de DNA estdo no meio do gel, onde o DNA tem que ser extraido e
novamente purificado. Em virtude disso, muitas vezes a porcentagem de
similaridade das sequéncias de DNA obtidas podem estar entre 70 e 90%,

consideradas baixas por muitos, mas aceitas pela técnica de DGGE e
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utilizadas como referéncias por muitos autores (Anderson et al., 2008; Wang et

al., 2008b).

O isolado Paracoccus sp., € um microrganismo litotrofico da
oxidacdo do enxofre que utiliza o sistema Sox como a sua principal rota de
energia das bactérias com respiracao facultativa da classe Alphaproteobacteria
(Ghosh & Dam, 2009). Este isolado utiliza a oxidagdo do enxofre (S) como
fonte de energia, onde ele foi encontrado nos tratamentos N3 e N4 no solo de
vitivinicultura, e nos tratamentos R4 e R5 no rejeito de mineragcdo de cobre,
onde houve a adicdo de SO4* nos tratamentos. A espécie Sphingomonas sp.
tem sido encontrada em sitios poluidos, como em sistemas de tratamento de
industrias de cloropirifos (Li et al., 2007), e também com hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (Pinyakong et al., 2004; Tao et al., 2007; Liu et
al., 2009). Os isolados Enterobacter sp. e Serratia sp. foram encontrados em
sitios contaminados com metais pesados (Turpeinen et al., 2004), mostrando
que sao isolados resistentes a estes metais. Alguns membros da ordem
Myxococcales como Anaeromyxobacter sp. podem ser importantes membros
na reducgéao do ferro da microbiota do solo (Treude et al., 2003), mostrando que
estes isolados tiveram importancia na biolixiviagdo do cobre nos substratos

estudados.



7.5 CONCLUSOES

Em geral, a segunda condi¢ao aplicada, com temperatura controlada
(30°C) e sem a adicao de agua no sistema, € mais eficiente para a biolixiviagao
do cobre quando comparado com a primeira condi¢do (temperatura ambiente e
com adicdo de agua nos tratamentos). A adigdo de acido sulfurico apresenta
maior biolixiviagdo quando adicionado aos substratos. Na comunidade de
microrganismos encontrados apos a aplicagao dos tratamentos e analisadas
pelo método de DGGE, s&o encontradas basicamente bactérias gram-positivas.
Foi encontrado o isolado Paracoccus sp. em alguns tratamentos, onde sua
principal rota metabdlica é a oxidagdo do enxofre (S), importante para a
biolixiviagdo do cobre. Os microrganismos identificados como Sphingomonas
sp. sdo amplamente encontrados no substrato de rejeito de mineragcdo de
cobre. Estes isolados conhecidos por suas caracteristicas de resisténcia a
metais pesados sido possiveis candidatos a biorremediacdo, especialmente

nestas areas contaminadas em estudo.
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8. CONCLUSOES FINAIS

A avaliagdo de mecanismos e estratégias para o uso de
microrganismos e de plantas para a remediagcao de areas contaminadas com
cobre foi a meta principal deste trabalho. Para atingir esta meta, utilizaram-se
solos coletados em areas de vitivinicultura e de rejeito de mineragdo com altas
concentragcdes de cobre onde foram realizados cinco estudos com metas
especificas como: a) isolamento e caracterizagao de bactérias resistentes ao
cobre, com capacidade de remogéo deste elemento; b) avaliagdo da sorgéo e
da redugdo do cobre por isolados resistentes ao cobre e dos fatores
ambientais que afetam essa atividade; c) isolamento e caracterizagdo de
microrganismos do solo rizosférico de aveia preta e tansagem crescendo em
ambiente contaminado com cobre e avaliagdo das condicbes otimas de
crescimento dos isolados e a capacidade de biossor¢cdo em meio liquido; d)
avaliagdo do potencial de fitoextracdo do cobre por aveia preta e a
fitoaumentacdo desta planta por bactérias resistentes a cobre; e) avaliacao
das condigdes ambientais para a biolixiviagdo em dois substratos (solo e
rejeito) contaminados com cobre e caracterizar a comunidade microbiana
responsavel pela lixiviagdo do cobre.

Em relacdo as metas especificas deste trabalho, foi identificado um
isolado do género Staphylococcus, com alta resisténcia e capacidade de
absor¢cdo ao cobre. Isolados do género Bacillus também apresentaram o
mesmo comportamento frente ao cobre, sendo que uma espécie de B. pumilus
apresentou alta adsorcao especifica do cobre. Também foi identificado um
isolado de Pseudomonas putida com alta tolerancia, reducdo e remocéo de
Cu(ll), com efeito marcante da temperatura, pH e concentracdo do cobre
nessas atividades.

Em relagdo aos isolados do solo e do rejeito, foi constatada uma

comunidade bacteriana diferenciada habitando na rizosfera da aveia preta e da
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tansagem. De modo geral, verificou-se a presenca de espécies resistentes ao

cobre nas diversas condicdes ambientais avaliadas, identificadas como
Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter calcoaceticus. Estas espécies
removeram cobre do meio liquido testado em quantidades superiores as
descritas na literatura.

A aveia preta (Avena sativa L.) foi eficiente para a fitoextracdo de
cobre das areas contaminadas em estudo. A fitoaumentac&do, com a inoculagao
das plantas com os isolados P. putida e A. calcoaceticus, mostrou-se eficiente
para a fitorremediagao, pois promoveu o desenvolvimento da parte aérea e das
raizes das plantas inoculadas. Foi observado ainda que o isolado S. maltophilia
A2 auxiliou na fitoextracdo do cobre pela parte aérea das plantas.

A Dbiolixiviagdo ou a biohidrometalurgia foi testada como outra
estratégia para o uso de microrganismos para remover o cobre de ambientes
contaminados. Bactérias do género Clostridium sp. e Bacillus sp., foram
encontradas nos tratamentos em que foi avaliada a lixiviagdo do cobre.
Também foi detectado o género Paracoccus sp., envolvido na oxidagdo do
enxofre (S), importante para a biolixiviagdo, bem como microrganismos
identificados como Sphingomonas sp., amplamente encontrados no rejeito de
mineracado de cobre. Em relagdo a lixiviacdo, constatou-se que a temperatura
controlada a 30°C, a auséncia de agua no sistema e a adi¢do de acido sulfurico
foram mais eficientes para o processo.

De modo geral, o trabalho comprovou que a eficiéncia da
biorremediacdo do cobre nos ambientes contaminados dependeu de varios
fatores, entre estes o isolamento, a identificacdo e a selecdo de
microrganismos e plantas resistentes e eficazes na remocgéao e transformacao
do cobre, bem como as condigdes que afetam a dindmica do cobre nos
organismos e no ambiente. Também foi observado que a redug¢do do cobre
divalente (Cu(ll)) é importante para a remogdo do cobre dos ambientes
contaminados com cobre. Os resultados aqui produzidos nas condi¢cdes
avaliadas e os organismos identificados demonstram potencial para a
utilizacdo na remogao do cobre em areas de vitivinicultura e areas de rejeito

de mineracao de cobre.



9. ANEXOS

Anexo |. Producdo de biomassa e biorremogao de Cu(ll) em culturas de
isolados de solo de vitivinicultura (Cambissolo) incubados em meio
Caldo Nutritivo contendo 300 mg L™ de Cu(ll), & 30°C apos 24 h
com agitacao (150 rpm).

Isolados Biomassa Cu(ll) removido  Isolados Biomassa  Cu(ll) removido
---DOgpp - - Y% ------ ---DOgpp - - % -----
C1 1,16+0,064* 4,1840,21 C34 1,55+0,024 2,16+0,31
C2 1,53+0,046 6,71+0,34 C35 1,59+0,009 3,58+0,94
C3 1,710,012 11,64+1,05 C36 1,670,045 6,41+0,45
C4 1,140,034 6,1910,10 C37 1,60+0,016 10,44+0,37
C6 1,57+0,032 10,59+0,76 C38 1,03£0,031 3,43+0,77
C7 1,160,047 11,79+1,05 C39 1,52+0,141 2,98+0,65
C8 1,45+0,010 5,29+0,52 C40 1,9110,026 8,2040,77
C9 1,22+0,025 4,40+0,31 C41 1,89+0,028 6,86+0,65
C11 1,310,022 12,01+0,55 C42 1,650,169 5,82+1,21
C12 1,19+0,021 20,74+0,81 C43 1,520,107 8,20+2,11
C14 1,16+0,025 20,59+0,68 C44 1,910,034 13,80£0,73
C15 0,83+0,043 9,70£0,99 C45 1,160,047 5,0710,91
C16 0,850,012 5,52+0,21 C46 1,000,024 5,22+0,17
c17 0,80+0,019 4,62+0,42 C47 1,24+0,096 4,3310,70
C18 0,64+0,070 6,71+0,37 C48 1,630,024 5,22+1,08
C20 0,930,012 9,09+1,26 C49 1,56+0,020 4,33+0,70
C21 1,58+0,055 11,56+0,52 C50 1,39+0,020 5,07+1,32
C22 0,89+0,042 6,26+0,60 C52 1,45+0,131 6,26+0,08
C24 1,01+0,047 10,00+1,80 C53 1,45+0,065 5,07+1,32
C28 1,92+0,008 8,65+0,21 C54 1,63+0,033 8,80+0,81
C30 0,84+0,026 13,79+2,63 C55 1,720,082 11,04+0,52
C31 1,75+0,030 5,96+0,84

*Valores sao as médias * erro médio.
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Anexo Il. Producdo de biomassa e biorremocédo de Cu(ll) em culturas de
isolados de solo de vitivinicultura (Neossolo) incubados em meio
Caldo Nutritivo contendo 300 mg L™ de Cu(ll), & 30°C apos 24 h
com agitacao (150 rpm).

Isolados Biomassa Cu(ll) removido  Isolados Biomassa Cu(ll) removido

---DOgpp - - % --=--- --DOgpp - - % -----
N1 1,46+0,019* 10,93+0,49 N22 1,43+0,047 10,51+0,68
N2 1,45+0,042 26,74+0,85 N23 1,400,270 12,60+0,09
N3 1,36+0,004 10,72+0,77 N24 1,380,268 12,39+1,77
N4 1,43+0,023 17,1310,44 N25 1,38+0,264 10,72+2,36
N5 1,1310,042 9,05+0,97 N26 1,330,014 10,72+1,45
N6 1,200,086 10,30+1,39 N27 1,30+0,010 6,40+1,83
N7 1,41+0,028 11,97+1,00 N28 1,31+0,007 9,89+2,00
N8 1,38+0,020 10,72+0,19 N29 1,36+0,016 12,67+0,97
N9 1,330,029 7,52+0,80 N30 1,41+£0,003 5,50+1,67
N10 1,40+0,015 10,3040,90 N32 1,68+0,095 10,86+1,75
N11 0,670,102 22,4240,99 N33 1,440,020 11,77+0,68
N12 1,44+0,035 9,89+2,16 N34 1,3940,021 2,3710,19
N13 1,50+0,289 14,62+1,46 N35 1,31+0,017 7,24+1,67
N14 1,61+0,031 12,67+1,16 N36 1,29+0,012 10,30+0,50
N16 1,61+0,071 14,90+0,19 N38 1,26+0,018 11,70+1,55
N17 1,46+0,039 12,11+1,42 N39 1,39+0,018 13,92+0,57
N18 1,980,388 17,40+1,57 N40 1,180,065 12,95+0,94
N20 1,41+0,026 1,95+0,98

*Valores sdo as médias * erros médios das médias.
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Anexo lll. Producao de biomassa e biorremogao de Cu(ll) em culturas de
isolados de rejeito de mineracdo de cobre incubados em meio
Caldo Nutritivo contendo 300 mg L™ de Cu(ll), & 30°C apds 24 h
com agitacao (150 rpm).

Isolados Biomassa Cu(ll) removido  Isolados Biomassa Cu(ll) removido

--DOgp0 -~ -—--- % ------ ---DOgpo - - % ------
R1 0,81+0,009* 11,6910,39 R18 0,84+0,022 12,25+1,26
R2 0,92+0,010 11,4110,21 R19 0,730,001 9,86+0,32
R3 0,94+0,070 18,85+2,58 R20 0,86+0,041 11,5540,45
R4 0,80+0,015 22,78+1,56 R21 0,82+0,001 10,5610,49
R5 0,84+0,001 17,87+1,75 R22 0,86+0,009 13,2310,42
R6 0,94+0,004 14,7840,45 R23 0,670,142 13,5110,56
R7 0,82+0,000 14,92+1,05 R24 0,90+0,025 9,30+0,29
R8 1,09+0,040 13,5810,49 R25 0,85+0,025 12,3940,70
R9 0,89+0,004 10,42+0,14 R26 0,800,007 10,14+0,58
R10 0,89+0,002 10,56+0,69 R27 1,200,019 12,11+0,28
R11 0,84+0,009 15,76+0,90 R28 0,78+0,006 10,28+0,63
R12 0,850,021 17,45+0,81 R29 0,790,012 9,30+0,32
R17 1,15+0,042 23,49+0,24 R30 0,85+0,004 7,89+0,37

*Valores sdo as médias * erro médio.
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