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RESUMO

Dentre os Vvarios residuos poluentes, tem-se compostos organicos e metais pesados
como o cromo, despejados por atividades geologicas (intemperismo) ou
antropogénica. Assim, ha microrganismos biorremediadores capazes de converter 0
cromo hexavalente — Cr(Vl) em formas menos toxicas. Assim, o0 objetivo deste
trabalho foi isolar e caracterizar bactérias resistentes a Cr(VI) a partir do rio
Cachoeira — Joinville-SC. A bactéria isolada foi caracterizada como sendo um
estreptococo Gram negativo, catalase-positivo e resistente a penicilina. Em testes de
crescimento foi observado que o isolado foi capaz de crescer até uma concentracéo
méaxima de 450 mg/l, sendo capaz de crescer na presenca e na auséncia de oxigénio,
sendo que o crescimento e a capacidade de tolerar o Cr(VI) sdo maiores em
condicbes aerdbicas.

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O ordenamento hidrografico do municipio de Joinville-SC é constituido por
sete unidades de planejamento e gestdo dos recursos hidricos (bacias
hidrogréaficas). Ela drena uma area de 83,12 km?, que representa 7,3% da area do
municipio. Ao longo do seu curso, de 14,9 km de extensdo tem como afluentes
principais cerca de 20 rios e riachos. No entanto, a maior parte do seu curso, o canal
principal, situa-se entre 5 e 15 metros de altitude. A foz encontra-se numa regiédo
estuarina sob influéncia das marés, onde se encontram remanescentes de
manguezais (IPPUJ, 2011).

O processo de ocupacao da cidade se deu ao longo do rio Cachoeira e seus
afluentes, e hoje comporta 49% da populacdo do municipio e uma intensa atividade
industrial, principalmente téxtil e metallrgica (IPPUJ, 2011).

Areas naturais contaminadas com metais pesados podem ser ambientes
propicios para o desenvolvimento de espécies de microrganismos capazes de
resistir a presséo seletiva exercida pelos niveis constantes desses contaminantes.
Assim, o isolamento de microrganismos resistentes a Cr(VI) de areas do Rio
Cachoeira pode representar uma boa alternativa para a selecdo de microrganismos

capazes de reduzir este metal a uma forma que nao seja tdo prejudicial para o
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ambiente e para a propria saude humana. Assim Optou-se por coletar amostra de
agua em um ponto da regido norte da cidade por ser a regido de localizacdo do
distrito industrial de Joinville e pelas areas centrais terem um alto nivel de poluicédo
e oxigénio dissolvido muito proximo de zero e a regiao leste sofrer forte influéncia
das marés, com variacao de salinidade.

METODOLOGIA

As amostras de agua e sedimentos foram obtidas em pontos da area urbana
central do Rio Cachoeira, no municipio de Joinville/SC. Para o isolamento dos mi-
crorganismos foi utilizada a técnica de isolamento direto, onde uma amostra de agua
e sedimento foi agitada por alguns minutos, seguido de repouso para decantacao
dos sélidos em suspensdo. Na sequéncia, um volume de 1 mL da fase liquida foi
semeada em &gar nutritivo (peptona bacterioldgica 5g/l, extrato de carne 3 g/l e agar
15 g/l), suplementado com 500 mg/l de Cr(VI), adicionado na forma de solucéo de
K2Cr207. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 24 horas.

Apbs este periodo as col6nias crescidas foram transferidas para uma novas
placas contendo meio nutriente suplementado com 750 e 1000 mg/l de Cr(VI), se-
guido de incubacdo nas mesmas condi¢des descritas. Apds o isolamento descrito,
as colénias selecionadas foram armazenadas em tubos inclinados contendo agar
nutritivo suplementado com 500 mg/L de Cr(VI) em temperatura ambiente. Alternati-
vamente, a colonia foi estocada em glicerol 50% (v/v) a -15 °C.

Caracterizacao da bactéria isolada

A caracterizacdo dos microrganismos isolados foi realizada por meio de
coloracdo de Gram, da producédo de catalase e da capacidade de crescimento na
presenca e auséncia de oxigénio.

Para determinacao da resisténcia a antibiéticos, um volume de 2 ml de cultura
bacteriana foi semeado uniformemente em placa contendo o meio Agar Mueller
Hinton e os discos de antibidticos (ampicilina, tetraciclina, gentaminicina,
estreptomicina, neomicina e penicilina) posicionados em pontos equidistantes da
placa. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.

Curva de Crescimento
Foi preparado um pré-indculo da bactéria isolada em meio nutriente liquido

suplementado com 250 mg/l de Cr(VI). Na sequéncia foram preparados indculos em
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meio nutriente liquido com uma densidade Optica inicial (660 nm) de 0,01. Os

in6culos foram incubados nas seguintes condigfes: i) sem agitacdo em estufa; ii)
sem agitacdo e em anaerobiose em estufa; iii) com agitacdo em agitador rotatorio,
todos incubados a uma temperatura de 30°C. Para as condi¢cbes anaerobicas, os
in6culos foram mantidos em jarros de anaerobiose apds o esgotamento de todo
oxigénio interno do jarro.

Foram tomadas amostras a cada quatro horas por 48 horas e a densidade
Optica determinada em comprimento de onda de 660 nm.
Técnica de Microgotas para Contagem de Células Viaveis

Para a execucdo da técnica, primeiramente foi preparada uma suspensao
bacteriana em meio nutriente liquido suplementado com Cr(VIl) 250 mg/. Na
sequéncia a suspensao bacteriana foi diluida em solugéo salina (NaCl 0,85% (p/v)
contendo Tween 0,4% (v/v)): 101, 102, 103, 104, 10°, 10%e 107.

Para a inoculacdo das suspensfes bacterianas diluidas, foram preparadas
placas contendo meio nutriente solido contendo Cr(VI) 150, 250, 350, 450, 550, 650,
750 e 850 mg/l e microgotas (10 pL) referentes a cada diluicdo foram depositadas
sobre 0 meio e submetidas a movimentos circulares suaves. Apds a secagem
completa das microgotas as placas foram incubadas em estufa a 30°C por 24 horas.

As microgotas foram examinadas em binocular esterestocépica ou no menor
aumento do microscopio 6ptico, onde foi possivel observar pequenas colénias e
efetuar a contagem.
Teste da Influéncia do Oxigénio para o Crescimento na Presenga de Cr(VI)

Foram inoculadas microgotas (10 pL) de suspensdo bacteriana (sem
diluicdo), crescida como descrito no item anterior, em placas contendo meio nutriente
sélido suplementado com Cr(VI) 150 - 850 mg/l. As placas foram entéo incubadas
em estufa a 30°C diretamente ou em jarro de anaerobiose. Apds 24 horas de

incubagéo as microgotas foram avaliadas visualmente quanto ao crescimento.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Isolamento de Microrganismos Resistentes a Cr(VI)
A amostra de agua/sedimento coletada foi homogeneizada, decantada e se-

meada em meio nutriente contendo 500 mg/l de Cr(VI). ApGs este periodo foram
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selecionadas 36 colbnias que foram transferidas para novas placas contendo 750 e
1000 mg/l de Cr(VI), resultando no crescimento de apenas uma colénia na concen-
tracdo de 750 mg/l, a qual foi utilizada nos demais experimentos.

Caracterizacao da Bactéria Isolada

A bactéria isolada foi caracterizada como um estreptococo Gram negativo,
catalase-positivo e resistente apenas a penicilina.
Curva de Crescimento

O crescimento da bactéria isolada foi avaliado na presenca de oxigénio
(agitacédo a 150 rpm), em condicBes de baixas pressdes de oxigénio (sem agitacao)
e em condi¢des anaerdbicas (jarro de anaerobiose).

A analise do perfil de crescimento revelou que em condi¢cbes aerdbicas e
microaerdbicas a fase estacionaria € atingida aproximadamente em 24 horas de
crescimento, porém em condicBes aerdbicas foi atingida uma massa celular
aproximadamente 40% maior. Quando cultivada em condi¢cBes anaerébicas, a
cultura ndo atingiu a fase estacionaria durante o tempo de experimentagdo. Com
relacdo a massa celular, em 48 horas de cultivo a massa celular foi a mesma para
as condicdes microaerdbica e anaerodbica.

Teste da Microgota

No teste da microgota foram observadas colonias nas concentracdes de 150
e 250 mg/l apés 24 horas de incubacdo. Nas demais concentracfes nao foi
observado o desenvolvimento de colénias mesmo em tempos superiores de
incubacédo. Também foi observado que na presenca de oxigénio houve crescimento
aparente até a concentracdo de 450 mg/l de Cr(VI), enquanto que na auséncia de
oxigénio foi observado crescimento até 350 mg/I.

Os resultados mostraram que a bactéria isolada foi capaz de crescer em
diferentes condicdes de aeracdo, porém na presenca de oxigénio a capacidade de

resistir a presencga de Cr(VI) foi maior.

CONSIDERAGOES FINAIS

A bactéria isolada do rio Cachoeira — Joinville/SC foi caracterizada como
sendo um estreptococo Gram negativo, catalase-positivo e resistente a penicilina.

Em testes de crescimento o isolado foi capaz de crescer até uma concentracao
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maxima de 450 mg/l. A bactéria também foi capaz de crescer na presenca e na
auséncia de oxigénio, sendo que o crescimento e a capacidade de tolerar o Cr(VI)
sdo maiores em condi¢des aerodbicas.

Ensaios adicionais como o sequenciamento do gene que codifica para o
rRNA 16S e provas bioquimicas sdo necessarios para caracterizar a espécie

bacteriana isolada.
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