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O descarte inadequado de residuos industriais ou acidentes ambientais tem causado grandes impactos
ambientais, como a contamina¢do por metais pesados. Processos biotecnologicos envolvendo
microrganismos tém sido utilizados como estratégia para recuperar ambientes impactados. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de metais pesados essencial e ndo essencial no crescimento e na produgao de
surfactante da linhagem Pseudomonas fluorescens Sliml5. Os testes de concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracao bactericida minima (CBM) foram utilizados para avaliar a tolerancia aos metais Pb e
Zn. Foram realizados testes de atividade emulsificante e tensdo superficial para avaliar a influéncia dos metais
na produgdo de biossurfactante. A linhagem P. fluorescens Slim15 apresentou crescimento na presenca de
31,25 mg/L de Zn e de 1000 mg/L de Pb no teste CIM e de 4000 mg/L no teste CBM para os metais testados.
Os metais ndo apresentaram influéncia significativa na producdo de biossurfactante. Esta pesquisa mostrou
que a linhagem P. fluorescens Slim15 apresentou rendimento satisfatorio nos testes de tolerancia e produgéo
de surfactante, mesmo em altas concentragdes de metais. Esta linhagem bacteriana é uma promissora agente
biorremediadora de ambientes contaminados por metais pesados.
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Inadequate disposal of industrial waste or environmental accidents has caused major environmental impacts,
such as the heavy metal contamination. Biotechnological processes involving microorganisms have been
used as a strategy to recover impacted environments. The aim of this study was to evaluate the influence of
essential and non-essential heavy metals on the growth and the surfactant production from Pseudomonas
fluorescens Sliml15 strain. Minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal
concentration (MBC) tests were used to evaluate the tolerance to metals Pb and Zn. Emulsifying activity and
surface tension tests were carried out to evaluate the influence of the metals on the biosurfactant production.
P. fluorescens Slim15 strain presented growth in presence up to 31.25 mg/L of Zn and 1000 mg/L of Pb in
the MIC test, and of 4000 mg/L in the MBC test for tested metals. The metals did not have a significant
influence on the biosurfactant production. This research showed that P. fluorescens Sliml5 strain had
satisfactory yield in the tolerance and surfactant production tests, even in high concentrations of metals. This

bacterium strain is a promising bioremediation agent of environments contaminated by heavy metals.
Keywords: industrial waste, bioremediation, biosurfactant

1. INTRODUCAO

Metais pesados ¢ normalmente definido como um grupo heterogéneo de elementos com a
densidade acima de 5 g/cm3, incluindo metais e semimetais [1]. Estes sdo divididos em essencial e
ndo essencial. Os metais essenciais ou micronutrientes sdo utilizados nos processos fisiologicos das
células e tecidos, incluindo cobalto, cobre, zinco, porém, em altas concentragdes podem formar
complexos inespecificos potencialmente toxicos aos organismos. Por outro lado, os metais ndo
essenciais, como mercurio, chumbo, cadmio, ndo possuem nenhuma func¢éo dentro dos organismos
e a sua acumulac¢do pode provocar graves doencas [2, 3].

A contaminagdo por metais pesados ¢ um dos mais importantes problemas de polui¢ao
ambiental, devido a alta reatividade, capacidade de bioacumulagdo e biomagnifica¢do, sendo
capazes de alterar a diversidade, estrutura e fun¢do ecoldgica do ambiente contaminado [4, 5]. As
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principais causas de contaminagdo sdo a elimina¢do inadequada de residuos industriais [6], a
drenagem acida de minas [7] e os acidentes ambientais associados a atividade mineradora, como o
rompimento nas barragens de rejeito de Mariana em 2015 (Samarco Mineragdo S.A.) ¢ de
Brumadinho em 2019 (Mineradora Vale S.A), ambos ocorridos em Minais Gerais, Brasil. Os
efeitos do metal pesado podem ser imediatos, como também podem ser nocivos em médio ou longo
prazo, visto que a contaminagao ¢ progressiva e cumulativa.

A atividade bioldgica natural promove a despolui¢do do ambiente por meio de processos
metabolicos dos microrganismos, conhecido como biorremediagao intrinseca [8]. Esse processo €
limitado principalmente a quantidade, distribuicdo e natureza do contaminante, além da
composi¢do e abundancia das comunidades microbianas [9]. No entanto, quando as condigdes
ambientais ndo sdo favoraveis, € necessario o uso de processos de biorremedia¢do a partir da
intervengdo humana. Nestes sdo utilizados agentes bioldgicos, normalmente microrganismos ou
suas enzimas ou seus produtos metabolicos, para remover ou reduzir os contaminantes ambientais.
A biorremediagdo de ions metalicos pode ocorrer por meio do processo de adsor¢@o na superficie
celular ou absor¢do no interior da célula microbiana, ou ainda de transformac@o, através de
processos redox ou por alquilagdo [10, 11].

Os surfactantes microbianos apresentam propriedades de grande interesse biotecnoldgico,
devido a baixa toxidade, biodegradabilidade, atividade emulsificante e tensoativa, € a possibilidade
de produgdo a partir de fontes renovaveis [12, 13, 14]. O uso de biossurfactantes para
biorremedia¢do de compostos inorganicos baseia-se na capacidade de formar complexos com
metais. As ligacdes entre metal e as micelas dos biossurfactantes podem ocorrer por atragdo entre
tensoativos anidnicos e formas metalicas ndo ionicas, ou por formacao de quelatos na superficie
das micelas [15, 16, 17].

De acordo com relatos da literatura, o biossurfactante da classe glicolipidio, produzido por
Pseudomonas sp., ¢ um dos mais eficiente e amplamente estudado [18, 19]. O género Pseudomonas
¢ amplamente referenciado quanto a capacidade de tolerar a altas concentragdes de metais pesados,
como Pb e Zn [20, 21], de degradar compostos xenobioticos e de mobilizar ions metalicos, devido
a diversidade metabdlica e capacidade adaptativa a diversos ambientes, tornando-o um potencial
agente biorremediador [22]. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de
metais pesados essencial e ndo essencial no crescimento e na produgdo de surfactante pela linhagem
Pseudomonas fluorescens Slim15.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagem bacteriana

A linhagem Pseudomonas fluorescens Sliml15, isolada no Parque Municipal de Mucugé, no
estado da Bahia, Brasil [19], foi utilizada nos ensaios de tolerancia e producao de biossurfactante.
A linhagem bacteriana foi conservada no meio agar triptona de soja (TSA) (Kasvi) e mantida a 4°C
no Laboratério Multiuso de Biologia da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para (Unifesspa).

2.2 Metal pesado

A solucdo mae dos metais pesados foi preparada em agua Milli-Q na concentra¢do de 8.000
mg/L, usando os seguintes sais: nitrato de chumbo [Pb (NOs):] e sulfato de zinco (ZnSQOs), grau de
pureza P.A., adquiridos da empresa Neon Comercial S.A. A solucdo mae de cada metal foi
esterilizada individualmente a 121°C por 20 minutos. O zinco foi escolhido como elemento
essencial e o chumbo como ndo essencial.

2.3 Teste de tolerancia a metais pesados

O teste de tolerancia da linhagem P. fluorescens Slim15 aos metais pesados foi realizado a partir
da determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentrag¢do bactericida minima
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(CBM). A CIM foi realizada em placa para cultivo de células de 96 pogos, contendo 90 pL de caldo
Mueller-Hinton (CMH). Cem microlitros da solugdo mae dos metais Pb ¢ Zn foram transferidos
para os respectivos pocos e diluidos, utilizando a técnica de dilui¢do seriada, nas concentragdes de
1,9 a 4.000 mg/L. O in6culo bacteriano de 10 pL foi aplicado em cada pogo, ajustado a partir da
escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10® bactérias/pogo). Os controles (CMH, CMH e linhagem
bacteriana, CMH e metal) foram realizados para maior confiabilidade do estudo. A placa foi
incubada a 37°C por 24 h, apds esse periodo adicionou-se a solucdo reveladora cloreto de 2,3,5-
trifenil tetrazolio (TTC) e a placa foi incubada na estufa por mais 2 horas. A leitura foi realizada
através da mudanca de cor da solugdo reveladora, sendo considerado crescimento bacteriano a
presenga da cor rosa avermelhada e auséncia de crescimento quando a cor do meio permaneceu
inalterada [23].

A CBM teve como base os resultados do ensaio de CIM, sendo retirado uma al¢ada da cultura
com o auxilio da alca bacteriologica, a partir dos pogos que apresentaram inibigdo até a maior
concentragdo testada, e semeada pela técnica de esgotamento em estrias na superficie do meio TSA
contido em placa de Petri. A placa foi incubada na estufa a 37°C por 24 a 48 horas para avaliagdo
de crescimento das colonias bacterianas.

2.4 Influéncia de metais pesados na producio de biossurfactante

A influéncia do tipo e da concentracdo dos metais testados foi avaliada a partir de duas
propriedades do biossurfactante, atividade emulsificante e tensdo superficial. A producdo de
biossurfactante foi realizada em frasco Erlenmeyer de 100 mL contendo 30 mL de meio salino
mineral (MSM), com a seguinte composi¢ao (g/L): K;HPOy4, 4,0 g; Na,HPO4, 1,5 g; NaNOs, 1,0 g;
MgS0.4.7H>0, 0,2 g; CaCl,.2H,0, 0,02 g; FeCl;.6H-0, 0,02 g; glicerol, 0,5% [24]. O pH foi
ajustado para 7.0 usando HCl ou NaOH. O MSM foi esterilizado a 121°C por 20 minutos. Apos a
autoclavagem, foi transferido individualmente 14,6; 29,2; 58,5; ¢ 117 uL das solugdes mae de Pb
e Zn, correspondente as concentragdes de 3,9; 7,8; 15,6 e 31,25 mg/L, respectivamente. O inoculo
de 2,5 mL da suspensdo bacteriana (1,5 x 10® bactérias/mL), ajustada conforme o teste de tolerancia,
foi adicionado no Erlenmeyer. A cultura foi incubada no agitador orbital (Quimis) na rotagdo de
180 rpm, a 30°C por 48 horas. Apos essa etapa, a cultura foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos
para obten¢do do caldo livre de células [19].

A producdo de biossurfactante foi avaliada através do indice de emulsificagdo (IE»4) [25]. Dois
mililitros de 6leo mineral (Nujol) e 2,0 mL do caldo livre de células foram transferidos para tubos
de ensaio (100 mm x 15 mm) ¢ agitados no vortex (Biomixer) por 2 minutos. Apos 24 horas, o IE24
foi calculado usando a seguinte formula: 1E24 (%) =x/y % 100, onde x e y representam a altura da
camada emulsificada (mm) e a altura total (mm), respectivamente. Os controles foram realizados
com MSM néo inoculado e MSM com as concentragdes dos metais definidas neste estudo.

A tensdo superficial (TS) do caldo livre de células foi realizada no tensiometro (DataPhysics,
OcalS5 plus), através do método da gota pendente a temperatura de 25°C [26]. A tensdo superficial
da superficie da gota foi medida usando um sistema de imagem de video automatica e o programa
Oca 10/Oca 20. O instrumento foi calibrado com ar e agua destilada para uma leitura de 71,62 +
1.0 mN/m [27].

2.5 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. O banco de dados foi construido no programa
Microsoft Excel 2013 para analise descritiva das variaveis. No programa SPSS 18.0 foi utilizado o
teste T de Student para comparar médias de dois grupos com amostras relacionadas e o teste de
Tukey para comparar as concentracdes entre os metais, considerando resultados estatisticamente
significativos para valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tolerancia a metais pesados

Os resultados obtidos na determinacdo da concentragdo inibitoria minima demostram que a
linhagem P. fluorescens Slim15 foi tolerante aos metais analisados, apresentando crescimento
satisfatorio na faixa de 1,9 a 31,25 mg/L de zinco ¢ 1,9 a 1000 mg/L de chumbo (Figura 1). A
inibi¢do do crescimento foi observada a partir da concentragao de 62,5 mg/L de zinco e de 2000
mg/L de chumbo (Figura 1).
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Figura 1: Tolerancia da linhagem P. fluorescens Slim15 aos metais Pb e Zn em diferentes concentragoes.

Segundo Alhasawi et al. (2015) [28], a espécie P. fluorescens possui capacidade de sobreviver
em ambientes compostos por diversos metais, apresentando mudanca metabolica que garante a
sobrevivéncia ¢ o sequestro de metais. Relatos da literatura tem mostrado que o género
Pseudomonas ¢ tolerante aos metais chumbo e zinco, apresentando uma faixa de crescimento
bacteriano na concentra¢dao de 0,51 a 5 mg/L. de Pb e de 0,39 a 6,2 mg/L. de Zn, por meio da
determinagdo da CIM [21, 29, 30, 31]. A linhagem P. fluorescens Slim15 apresentou melhor perfil
de tolerancia aos metais testados quando comparado com os resultados dos trabalhos citados,
entretanto, ¢ importante ressaltar que as condi¢des de cultivo podem influenciar os resultados.

A adaptag@o microbiana ¢ um mecanismo fundamental de resposta a presenca de contaminantes,
ambientes hostis (como alta salinidade, concentra¢do de metal), antibidticos, entre outras condi¢des
adversas [32]. A presenca de ions metalicos pode induzir os genes das bactérias a desenvolver
mecanismos de tolerancia aos metais, como Pb, Cd, Hg, Ni, Zn, entre outros, por meio da adsor¢ao
a parede celular, transporte através da membrana celular, armazenamento extracelular em céapsulas,
precipitacdo ou por producdo de metabolitos secundario bioemulsificantes [33, 34]. Estes
mecanismos podem transcorrer por plasmideos ou DNA cromossémico em diversas bactérias [33,
35].

A avaliacdo da concentracdo bactericida minima foi realizada a partir da concentragdo de 62,5
mg/L de zinco e de 2000 mg/L de chumbo. A CBM necesséria para matar a linhagem P. fluorescens
Slim15 foi de 4000 mg/L para os metais testados, sendo considerado a morte do microrganismo a
auséncia de coldnias na superficie do meio TSA. A CBM de zinco foi 64 vezes maior que a CIM,
enquanto que para o chumbo foi apenas duas vezes maior que a concentracao necessaria para inibir
o crescimento da bactéria em estudo.

O efeito bactericida dos metais sobre as cepas bacterianas aumenta gradativamente com o
aumento da concentragdo de metal. Os mecanismos de adaptacdo podem tornar-se ineficazes a
medida que a concentragdo dos metais aumenta, ocorrendo a saturacdo desses ions nos
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microrganismos. Os ions metalicos interferem nas vias metabolicas das bactérias, competindo com
os metais essenciais pelos sitios de ligagdo i6nica, afetando a fosforilagdo oxidativa e bloqueando
enzimas no sistema de transporte de nutrientes, podendo, dessa forma, inviabilizar a atividade
metabolica de forma irreversivel e levar a morte das células bacterianas [36, 37].

3.2 Influéncia de metais pesados na producio de biossurfactante

A linhagem P. fluorescens Slim15 apresentou atividade emulsificante na presenca dos metais
chumbo e zinco (Figura 2). A maior produgdo de emulsificado ocorreu na concentragdo de 15,6
mg/L de Zn e houve reducdo gradativa no I1E»4 a medida que aumentou a concentrac¢do de Pb (Figura
2). Os controles positivos apresentaram IE»4 de aproximadamente 59% e os negativos nao
apresentaram formacao de emulsificado.
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Figura 2: Indice de emulsificado do caldo livre de células de P. fluorescens Slim15 na presen¢a de chumbo
e zinco em diferentes concentragaoes.
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De acordo com a analise estatistica, houve diferenga significativa (p = 0,039) de formacgdo de
emulsificado entre as concentragdes de 15,6 ¢ 31,25 mg/L de Pb quando comparadas com o
controle, entretanto, ndo houve diferenga entre as concentragdes testadas (Figura 2). O ensaio com
metal Zn apresentou a maior média de formagdo de emulsificado, contudo, os resultados ndo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relag@o ao controle e nem entre as concentragdes.
Os resultados do teste de Tukey nao indicaram diferencas estatisticamente significantes do [E»4 nas
comparagdes multiplas entre os metais.

O indice de emulsificagdo ¢ uma analise qualitativa que determina indiretamente a presenca de
biossurfactante no caldo livre de células, por meio da formagao e da estabilidade do emulsificado
[38]. Pinto, Martins e Costa (2009) [39] consideram que um bom agente emulsificante apresenta a
habilidade de formar pelo menos 50% de emulsdo e manté-lo estavel no periodo de 24 horas,
utilizando 6leo a base de hidrocarboneto na determinagao do indice de emulsificagdo. Neste estudo,
foi observado que a presenga de Zn ndo influenciou na produgdo de emulsificado nas diferentes
concentragdes testadas e que o Pb reduziu apenas na concentragdo de 31,25 mg/L. Rizzo et al.
(2015) [40] também relataram que a producdo de emulsificado (57% e 63%) do caldo livre de
células da linhagem Joostella A8 foi estavel na presenga de 10 ¢ 100 mg.L! de Zn, respectivamente,
sugerindo que o biossurfactante pode atuar como um agente adaptativo estratégico para defender
as células de uma condigdo de estresse por metais pesados. Por outro lado, Rizzo e Giudice (2018)
[41] observaram que na presenca de 100 mg/L de Zn houve redugdo de 66% para menos de 45%
da producdo de emulsificado do caldo livre de células da linhagem Alcanivorax sp. AS3.
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O surfactante produzido pela linhagem P. fluorescens Slim15 foi capaz de reduzir a tensdo
superficial de aproximadamente 71 mN/m (controle) para valores proximos de 30 mN/m, na
presenga de diferentes concentragdes de Pb e Zn (Figura 3). A analise estatistica demonstrou que
houve diferencga significativa (p=0,001) da TS quando comparado com o controle, mas nao houve
entre 0s metais e suas respectivas concentragdes. De acordo com Desai e Banat (1997) [42], um
bom agente emulsificante deve reduzir a TS abaixo de 40 mN/m. Estudos relatam que os
surfactantes produzidos pelas espécies de Pseudomonas sao capazes de reduzir a tensao superficial
na faixa de 26 a 32 mN/m [12, 13, 19, 43, 44].
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Figura 3: Tensdo superficial do caldo livre de células de P. fluorescens Slim15 na presenca de chumbo e
zinco em diferentes concentragaoes.

Os resultados apresentados indicam que os metais Pb € Zn ndo influenciaram a redugio da tensio
superficial. Os autores ndo encontraram relatos na literatura relacionados com a influéncia de
metais pesados sob a tensdo superficial do caldo livre de células de espécies do género
Pseudomonas. Entretanto, Rizzo e Giudice (2018) [41] relataram que o surfactante produzido pela
linhagem Alcanivorax sp. A53 ndo reduziu a tensdo superficial na presenga de 100 mg/L de Zn,
sendo que na auséncia deste houve reducdo para 25 mN/m [44], indicando que este metal pode ter
influenciado a capacidade da linhagem bacteriana de produzir biossurfactante [41].

A escolha do agente biorremediador ¢ essencial para planejar o tratamento do ambiente
contaminado, pois nem todas as cepas bacterianas sdo capazes de sobreviver ¢ nem de manter a
eficiéncia de producao de biossurfactante na presenca de diferentes tipos e concentracdes de metais
peados. O estudo sobre a influéncia de metais na producao de biossurfactante ¢ recente no mundo
cientifico, havendo poucos relatos disponiveis na literatura. Este trabalho adiciona informagao
importante para o crescente conhecimento cientifico sobre os critérios de selegdo de linhagens
bacterianas produtoras de biossurfactante promissoras e sua potencialidade na biorremediacao de
ambientes impactados por metais.

4. CONCLUSAO

Este trabalho indica que a linhagem P. fluorescens Slim15 foi tolerante aos metais chumbo e
zinco e que estes ndo influenciaram na produgdo de biossurfactante nas concentragdes testadas. A
capacidade da linhagem bacteriana de crescer e produzir biossurfactante em altas concentragdes de
metais indica que esta ¢ um agente biorremediador promissor tanto para aplicacdo em processo de
bioaumentagdo quanto de bioestinulacdo, entretanto, é necessario a realizagdo de mais estudos para
entender o mecanismo de resisténcia da linhagem bacteriana (adsor¢do/acumulagdo/bombeamento)
e a capacidade do surfactante de remover (complexar) metais pesados de amostras contaminadas.
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A aplicabilidade do surfactante biologico ¢ cientificamente comprovada, possuindo peculiaridades
que sobressai aos surfactantes industriais, tornando-se uma alternativa para o desenvolvimento de
método de biorremediagdo de areas contaminas por ions metalicos.
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