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RESUMO

O cromo (Cr) é um dos contaminantes de sistemas aquaticos mais comuns devido ao seu uso frequente em industrias
metalurgicas, de galvanoplastia e curtumes. A biorremediacdo ¢ um processo vidvel ambiental e economicamente, na
qual organismos vivos sdo utilizados para reduzir ou remover contaminantes do ambiente. A rizorremediacdo é uma
técnica de biorremediagdo, que, ao utilizar bactérias, se torna um dos mais ecoldgicos e eficientes métodos de
descontaminacdo de solos e ambientes aquaticos. Contudo, o sucesso desta técnica depende que os microrganismos
sejam resistentes e tolerantes a metais e apresentem eficacia em diferentes condi¢des ambientais. Neste sentido, avaliou-
se o potencial de remocdo de cromo hexavalente pela bactéria Exiguobacterium acetylicum, presente na rizosfera da
macrofita da espécie Hydrocotyle ranunculoides localizadas no arroio Santa Barbara, na cidade de Pelotas-RS, capaz de
biossorver o metal cromo, bem como conhecer as condi¢gdes ambientais Otimas para a eficiéncia da remediagdo. A
espécie foi testada quanto a sua capacidade de crescimento e remogao em meio com Cr(VI). Os resultados indicam que
o isolado demonstrou capacidade de adaptagdo diante das varidaveis ambientais estudadas, apresentando excelente
viabilidade e taxas de remogdo do metal (~100%) em concentragdes 10, 25 ¢ 50 mg L™ de Cr(VI). Desta forma, a
rizorremediacdo demonstrou ser uma técnica eficiente de remediacdo de ambientes aquaticos contaminados, bem como
a espécie bacteriana estudada demonstra ser um micro-organismo com grande potencial para estudos posteriores,
visando sua aplicacdo em processos de biorremediagao.

PALAVRAS-CHAVE: Rizoremediacdo, Cr(VI), Biossor¢ao, Biorremogao.

INTRODUGAO

Os metais pesados podem ser persistentes no meio ambiente, devido a sua natureza ndo degradavel, desencadeando em
uma ameaga a flora e aos microrganismos, impactando a biocenose e afetando a integridade do ecossistema (ARYAL,
2024; PUSHKAR et al., 2021). Com o aumento da contaminagdo do meio ambiente por metais pesados, aumentam as
chances de exposi¢do humana e o consequente risco dos efeitos toxicos dos mesmos (PUSHKAR et al., 2021). Um dos
metais pesados mais comuns em meios aquaticos ¢ o cromo, que pode estar em diferentes estados de oxidagdo: Cr(0),
Cr(IIT) e Cr(VI), sendo o ultimo, o mais prejudicial ao ser humano e ao meio ambiente por ser extremamente toxico €
altamente soluvel (CHEN et al., 2022).

A biorremocao ¢ o processo no qual poluentes como metais, sdo degradados por materiais de origem biologica. Através
da biorremediacao ¢ possivel utilizar plantas e/ou microrganismos como bactérias e fungos para a redu¢do ou remocao
de contaminantes como cromo do ambiente. A fitorremediacdo de ambientes aquaticos € uma técnica de biorremediagao
sustentavel que faz uso de plantas como macroéfitas para o tratamento de dguas contaminadas (ANSARI et al., 2020;
DEMARCO et al., 2023b).

As macroéfitas aquaticas possuem grande facilidade de adaptagdo e amplitude ecologica, fato que possibilita que uma
mesma espécie seja capaz de colonizar diferentes tipos de ambientes. Diversas macrofitas aquaticas presentes no arroio
Santa Barbara foram identificadas em outros trabalhos, sdo elas: Sagittaria montevidensis, Lemna valdiviana, Pistia
stratiotes, Enydra anagallis, Hymenachne grumosa ¢ Hydrocotyle ranunculoides (DEMARCO, 2016; 2023a). A
macrofita Hydrocotyle ranunculoides consegue remover naturalmente metais pesados como um biofiltro, além de ser
tolerante ao cromo hexavalente (Cr(VI)) (DEMARCO et al., 2023a).

A rizosfera ¢ a regido ao redor das raizes, entre 1 e 3 mm, onde ha interacdo entre planta, solo e microrganismos, sendo
uma zona rica em nutrientes € compostos organicos liberados pelas raizes por meio de exsudagdo, secreciao e
rizodeposicdo. A comunidade microbiana da rizosfera pode variar de acordo com fatores ambientais, como tipo de solo,
espécie de planta, estado nutricional, idade, estresse, entre outros. A atividade microbiana presente na rizosfera das
plantas pode contribuir significativamente para a biorremediacdo de metais pesados em formas menos nocivas, pois
liberam exsudados radiculares que estimulam o microbioma a agir como limpadores naturais (ARY AL, 2024). Diversas
bactérias vém sendo estudadas para a biorremediacdo de metais pesados, entretanto o seu sucesso ¢ dependente de
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diversos fatores, como temperatura, pH, concentracdes do contaminante, resisténcia e tolerncia das bactérias aos
metais (ARYAL, 2024; DEMARCO et al., 2023a).

Considerando a importancia da interacdo planta-microbio na eficacia de iniciativas de limpeza ambiental, formando
uma interacdo sinérgica na rizorremediacdo (ARYAL, 2024), objetivou-se isolar bactérias de forma natural, da
macroéfita Hydrocotyle ranunculoides, presente no arroio Santa Barbara (Pelotas/RS). O corpo hidrico estudado se trata
de um ambiente ja contaminado por cromo, de acordo com pesquisas anteriores (DEMARCO et al., 2018; 2023a), com
concentragdes de 4,61 mg L™, indicando uma concentragio muito acima do que a permitida pela legislagio brasileira
(0,05 mg L") (BRASIL, 2005), aumentando a probabilidade de sua tolerancia a situagdes de estresse pela presenga do
metal. Desta forma, avaliou-se o potencial de remogdo de cromo hexavalente pela bactéria E. acetylicum.

METODOLOGIA

A area de pesquisa deste estudo é o arroio Santa Barbara, localizado no municipio de Pelotas, regido sul do Rio Grande
do Sul. Este é o principal responsavel pelo escoamento hidrico da cidade e aflui para o canal Sdo Gongalo e deste, até a
Lagoa dos Patos. Além disso, a bacia do arroio Santa Barbara forma a barragem Santa Barbara, sendo responsavel pelo
abastecimento hidrico de grande parte da populagdo, chegando a fornecer em média 40 milhdes de litros d’agua ao dia.

A coleta da macrofita aquatica flutuante H. ranunculoides, pertencente a familia Araliaceae, foi feita no arroio Santa
Barbara (Figuras 1 A e 1 B) na posigdo geografica de 31°45'18" de latitude sul e 52°2126” de longitude oeste, ficando
as margens da Avenida Presidente Jodo Goulart (Figura 2).

\ : R 4

Figura 1: Macrdfita Hydrocotyle ranunculoides no arroio Santa Barbara no dia de coleta (A) e em laboratério
apos coleta (B). Fonte: Autores.
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Figura 2: Localizacio do ponto de coleta no arroio Santa Barbara, no municipio de Pelotas. Fonte: DEMARCO
(2016).

A E. acetylicum foi isolada da macrofita H. ranunculoides e cultivada em placa Petri contendo meio de cultura agar
nutriente suplementado com Cr(VI) a 50 mg L™ e pH 7. Apos incubagio de 30°C por 24 h, a partir do indculo inicial,
foram retiradas aliquotas de 100 pL, depositadas em novos indculos preparados em triplicata contendo meio liquido
com caldo nutriente suplementado com Cr(VI) em diferentes concentragdes: 10 mg L™, 25 mg L™ ¢ 50 mg L. Apos
incubagdo, mensurou-se o crescimento de biomassa, medido pela DO600 nm em equipamento de espectrofotometria
(UV-VIS). Para avaliar a capacidade de biorremogao, utilizou-se o0 método colorimétrico da difenilcarbazida, adaptado
da norma brasileira NBR 13738 (ABNT, 1996).

A determinagdo de Cr(VI) total foi feita com a diluicdo de 10% das amostras com adi¢do da solugdo de 1,5-
difenilcarbazida e ajuste do pH a 1,0 + 0,3, com solu¢do de acido sulftrico 0,2 N. As amostras foram misturadas e
aguardou-se cerca de 5-10 min para o completo desenvolvimento da cor. Por fim, mediu-se a absorbancia sob o
comprimento de onda de 540 nm espectrofotometro UV-VIS.

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) e comparagdo de médias pelo teste de Tukey, com
niveis de significAncia maiores que 95% (p <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des de cultivo utilizadas nesse estudo (pH 7,0, incubacdo em estufa a 30°C por 24h) mostraram-se
satisfatorias e proximas de outras pesquisas com bactérias para remocdo de Cr(VI) (CHEN et al., 2022; OKEKE, 2008).
Verificou-se uma excelente capacidade de crescimento do isolado em um periodo de 24 h, ndo diferindo
significativamente entre as trés concentracdes de cromo analisadas (Figura 3).
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Figura 3: Absorbiancia (DO600nm) e biorremocéo de Cr (VI) pelo isolado E. acetylicum em diferentes
concentracdes de Cr(VI). *Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente no nivel de
confianca de 95% (Teste de Tukey). Fonte: Autores.

O isolado apresentou 6timas taxas de remogao de Cr(VI): 98,3%, 98,9% e 95,4% nas concentragdes de 10, 25 ¢ 50 mg
L™, respectivamente. Sendo assim, o isolado pode apresentar capacidade de crescimento em concentragdes superiores as
analisadas e, em um tempo mais longo de incubag@o, ha a possibilidade de remogdo total do metal, conforme indicam
os resultados. Como foi o caso do estudo de Banguero et al. (2020), os quais utilizaram a E. acetylicum para reduzir
Cr(VI) a uma concentragdo de 10 mg L, obtendo uma redugdo de 60% da concentragdo nas primeiras 6 horas de
crescimento, tendo atingido 100% da redug@o do metal em 11 h. Os autores ainda relataram que esse fendmeno esta
diretamente associado as fases de crescimento bacteriano, uma vez que na fase exponencial hd um aumento de remocgao
do Cr(VI), assim como sdo os processos metabdlicos geradores de crescimento populacional bacteriano.

A concentracdo com maior remog¢ao no presente trabalho foi de 25 mg L', diferindo do estudo de (OKEKE, 2008), o
qual observou um crescimento substancial até a concentragio de 75 mg L™ com bactérias do género Exiguobacterium
sp. GS1 na remocdo de Cr(VI) em meio aquoso. Okeke (2007) observou diminui¢des significativas de viabilidade a
partir da concentragio 100 mg L™, até a concentragdo de 200 mg L™

Os resultados de remocgao de cromo corroboram com o trabalho de Peral-Filho ef al. (2014), os quais, visando conhecer
a capacidade de biorremocao de Cr(VI) de uma cultura mista de microrganismos obtida a partir de residuos de lodo de
curtume, encontraram taxas de remogdo acima de 96% para concentrag¢des iniciais de 80, 120 ¢ 150 mg L™.

Os resultados do presente estudo para remogao de Cr(VI) sdo proximos da total remogao de Cr(VI) obtida pela bactéria
Stenotrophomonas sp., também coletada de area contaminada, em condi¢des de pH 7.0, razdo de inoculagdo de 5% em
72 h de contato com concentragio inicial de 50 mg L™ de cromo, na pesquisa de Chen et al. (2022).

Os resultados de OD600 nm ndo demonstraram variag@o significante entre os tratamentos com diferentes concentragdes
de Cr(VI), o que sugere variacdo de densidade microbiana insignificante (Figura 2). O mesmo ocorreu na pesquisa de
ZHANG et al., (2023), ao utilizar a bactéria Leersia hexandra para remog¢ao de 5, 10 e 20 mg L' de Cr(VI), onde os
resultados de analise de OD600 nm apresentaram variagdo insignificante em comparagdo a densidade microbiana
inicial.

Em alguns estudos com uso de bactérias, houve redugdo do cromo hexavalente para o cromo trivalente, o qual pode ser
quelado pelas plantas (ZHANG et al., 2023) ou fixado nas células bacterianas (CHEN et al., 2022), o que demonstra
que a intera¢do planta-bactéria ¢ eficaz e pode ampliar biorremediacdo do metal.
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CONCLUSAO

A rizobactéria isolada E. acetylicum, em concentragdes distintas (10, 25 e 50 mg L") de cromo hexavalente, em pH 7,0
e temperatura de incubacdo de 30°C, apresentou 6timas condigdes de crescimento e alta taxa de remoc¢do do metal
(~100%). A aplicagdo desse género bacteriano em processos de rizorremediacdo, apresenta-se como uma alternativa
eficiente para descontaminacdo de meios aquaticos.

Considerando a presenga de espécies com capacidade de remogao de Cr(VI) no arroio Santa Barbara, pode-se dizer que
o corpo hidrico ja passa por processo de atenuacdo natural do contaminante. Ainda assim, ¢ importante conhecer a
técnica de biorremediagdo in situ mais adequada para cada local, levando em consideragdo diversos fatores como
quantidade de contaminante, condigdes de crescimento de plantas e microrganismos, efeitos de pH e da temperatura.

Trabalhos futuros podem ser feitos in sifu no arroio Santa Barbara, com andlise de remediagdo de cromo e outros
contaminantes ou outras espécies de macrofitas ou bactérias, visando a gestdo ambiental mais adequada, eficiente e
econdmica para o meio.
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