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Resumo: As comunidades microbianas possuem uma adaptação específica às condições de baixo teor 

de nutrientes e alto teor de ferro, explorando diversas vias metabólicas, incluindo capacidades como 

biomineralização e intemperismo de rochas para garantir a sobrevivência no ecossistema de cavernas. 

Enquanto alguns metais, como cobre (Cu) e ferro (Fe), são essenciais para o metabolismo microbiano, 

níveis elevados podem ser tóxicos. Por outro lado, o chumbo (Pb), embora não seja essencial, é tóxico 

mesmo em níveis de traço. Recentemente, tecnologias têm sido desenvolvidas com o propósito de 

mitigar ou recuperar a contaminação ambiental por metais tóxicos, destacando-se a biorremediação 

microbiana. Este estudo teve como objetivo isolar, identificar e caracterizar bactérias que são 

tolerantes aos metais Fe, Cu e Pb em amostras de solo da caverna GEM-1467. Foram obtidos 15 

isolados bacterianos, os quais foram submetidos ao método de microdiluição para determinar a 

concentração inibitória mínima (CIM) de Fe, Cu e Pb. Os resultados revelaram a notável tolerância das 

bactérias isoladas a concentrações elevadas desses metais, indicando seu potencial uso como 

ferramenta biotecnológica na remediação de áreas contaminadas. 

Palavras-Chave: Cave; Solo; Microrganismos; Tolerância; Metais. 
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1. INTRODUÇÃO 

As cavernas são ecossistemas considerados oligotróficos e apresenta características específicas que 

determinam a microbiota local (GHOSH; KUISIENE; CHEEPTHAM, 2017), sendo as comunidades 

microbianas as menos exploradas (BARTON; JURADO, 2007). Vários microrganismos já foram isolados 

de diferentes cavernas em todo o mundo, principalmente, bactérias (Gram positivas e Gram negativas) 

(GULECAL-PEKTAS, 2016; YASIR, 2018), e fungos (BELYAGOUBI et al., 2018) que podem apresentar 

diversas funções metabólicas (ZADA et al., 2021), como produção de antimicrobianos (RANGSEEKAEW; 

PATHOM-AREE, 2019), enzimas hidrolíticas (HAMEDI; KAFSHNOUCHI; RANJBARAN, 2019) e 

mecanismo de resistência à metais (PAWLOWSKI et al., 2018), sendo assim fontes promissoras para 

abordagens de isolamento e triagem em biotecnologia microbiana (HAMEDI; KAFSHNOUCHI; 

RANJBARAN, 2019). 

 O ambiente cavernícola abriga uma grande variedade de microrganismos que utilizam minerais que 

figuram de forma proeminente na formação de depósitos minerais secundários e microestruturas 

mineralizadas incomuns reconhecidas como bioassinaturas (RIQUELME et al, 2015), onde a redução 

microbiana de Fe (III) contribui para a formação potencial de cavernas em Formação Ferrífera Bandada 

(FFB), minério de ferro e canga (PARKER et al., 2018), evidenciando assim que as comunidades 

microbianas se adaptam especificamente as condições de baixo teor de nutrientes (MA et al., 2021) e 

de alto teor de ferro. 

Em vista disso, os microrganismos cavernícolas exploram diferentes vias metabólicas, incluindo a 

capacidade de biomineralização e intemperismo das rochas, para sobreviver no ecossistema 

cavernícola (SANCHEZ-MORAL et al., 2012), estimulando a competição entre as linhagens microbianas 

e fazendo com que estes desenvolvam estratégias de sobrevivência, adaptando-se à presença de 

substâncias tóxicas, como os metais, alterando a sensibilidade dos componentes celulares essenciais, 

proporcionando um grau de proteção natural (BRUINS, et.al, 2000). 

Alguns metais são essenciais para o metabolismo microbiano, como o cobre (Cu) e ferro (Fe), mas em 

níveis elevados podem se tornar tóxicos. Diferentemente o chumbo (Pb) que não é essencial, mas 

tóxico mesmo em níveis de traço (BRAVO et al., 2018), sendo que sua presença em altas concentrações 

no meio ambiente, não apenas desencadeia processos de co-seleção, mas também aumenta o nível 

de tolerância aos antibióticos, devido à co-regulação de genes de resistência (NATH et al., 2019).  
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Novas tecnologias têm sido desenvolvidas com o objetivo de reduzir ou recuperar a contaminação 

ambiental por metais tóxicos, como por exemplo a biorremediação microbiana. Este processo inclui a 

degradação do poluente por reações bioquímicas (HALTTUNEN, et al., 2006), alterando o estado de 

oxidação do metal, permitindo a sua desintoxicação. Independente das reações que ocorram, 

provavelmente, o metal ainda pode permanecer no local, já que as bactérias possuem capacidade para 

concentrar ou remover metais, seja em forma de precipitados ou de substâncias voláteis, 

transformando os elementos químicos em compostos menos tóxicos e mais facilmente disponíveis 

(SINGH; CAMEOTRA, 2004). Já nas leveduras têm-se a inibição da atividade metabólica (VAN DER 

HEGGEN et al. 2010), impedindo a assimilação do íon amônio e inibindo a síntese proteica (CHEN; 

WANG, 2007). 

O conhecimento acerca desses microrganismos e sobre seus mecanismos de resistência, despertam 

grande interesse na comunidade científica devido à possibilidade de seu uso na descontaminação por 

resíduos orgânicos e inorgânicos, presentes no meio ambiente. Para esse fim, são utilizadas 

metodologias que buscam o isolamento e seleção dessas bactérias, a fim de descobrir novas espécies 

que possam apresentar potencial biotecnológico para biorremediação de ambientes contaminados. 

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi isolar e caracterizar microrganismos tolerantes aos 

metais Fe, Cu e Pb de solo de caverna ferrífera no Pará. 

2. METODOLOGIA 

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

O local de estudo é uma caverna na Serra da Bocaina, localizada no Parque Nacional dos Campos 

Ferruginosos, no município de Canaã dos Carajás, Pará. Com base em dados secundários do Relatório 

de Diagnóstico e Análise de Relevância de 235 cavernas da Serra da Bocaina, Canaã dos Carajás (PA) 

(Piló et al., 2014), selecionou-se a caverna GEM-1467 (SB-0051) considerando as características de 

relevância, litotologia, morfologia, hidrologia, presença ou ausência de matéria orgânica e presença 

de solo. 

A coleta ocorreu sob a licença do Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO) nº 

79255-1. As amostras foram coletadas na estação seca, na camada superficial da caverna, nos 

primeiros 10 cm. A caverna foi classificada em zonas, de acordo com Trajano e Bichuette (2006), 

coletando-se de 100 a 500 g de solo de três pontos em cada zona, ou seja, três na zona afótica 

(ausência de luz), três na disfótica (penumbra) e três na entrada, totalizando 9 pontos de amostragem. 
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As amostras foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis (ziplock), com o auxílio da pá de 

jardinagem estéril, sendo limpa a cada coleta com álcool 70%, identificadas com o nome/número da 

caverna, número da amostra, data da coleta e nome do coletor responsável, e armazenadas em caixa 

térmica a 4ºC para posterior análise.  

2.2 ISOLAMENTO E PRESERVAÇÃO DE MICRORGANISMOS 

No laboratório de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) da Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná (UNIOESTE), as amostras de solo foram peneiradas, homogeneizadas e retiradas subamostras 

(10 g) e enriquecidas em frascos de vidro de 500 mL contendo 90 mL de meio salino mineral (MSM), 

com 0,81g de NaCl em 90 mL de água destilada. As amostras foram incubadas em agitador orbital (150 

rpm) a 28ºC, por 24 horas. Após esse período, foi realizada diluições em série, sendo retiradas 

alíquotas de 100 μL das diluições de 10-2 a 10-3 e semeadas na superfície do meio Luria Bertani (LB), 

com o auxílio da alça de Drigalski. As placas foram incubadas (28°C) no período de 24 a 72 h. As 

linhagens microbianas isoladas foram conservadas em meio Ágar Estoque e a -80 ºC. 

2.3 CARACTERIZAÇÃO DAS LINHAGENS MICROBIANAS 

As linhagens microbianas foram caracterizadas fenotípicamente, baseadas em suas características 

morfológicas e tintoriais, usando o método de Gram. 

2.4 ENSAIO DE TOLERÂNCIA A METAIS POR CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

O teste de tolerância aos metais pesados foi realizado a partir da determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM). A CIM foi realizada em placa de 96 poços para cultivo de células de acordo 

com Wiegand et al. (2008) com modificações. Os isolados foram inoculados em 90 μL de caldo Triptona 

de Soja (TSB), e posteriormente aplicado 100 μL da solução mãe contendo 2.000 mg/L dos seguintes 

sais metálicos: nitrato de ferro [Fe(NO₃)₃], nitrato de cobre [Cu(NO₃)₂] e nitrato de chumbo [Pb(NO3)2],  

usando a técnica de diluição seriada, nas concentrações de 1.9 a 1000 mg/L. O inóculo de 10 μL da 

suspensão bacteriana foi aplicado em cada poço, ajustado a partir da escala 0,5 de Mc Farland (1 x 108 

UFC/mL. O controle negativo foi realizado somente com TSB, TSB e solução de metal e apenas solução 

de metal. Para o controle positivo foi utilizado TSB e suspenção bacteriana. As placas foram incubadas 

a 30°C por 24h. Após o período de incubação, foi aplicado nos poços 10 μL da solução reveladora 

incolor de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) e incubado na estufa por mais 2 horas. A leitura do 

teste de CIM foi realizada através da mudança de coloração da solução reveladora, considerando o 
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resultado positivo a presença de coloração rosa ou avermelhada e negativo a ausência de coloração 

(MOHR et al., 2017). 

3. RESULTADOS  

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DAS LINHAGENS MICROBIANAS 

Foram isoladas 15 linhagens microbianas, sendo 11 bactérias e 4 leveduras. Das 11 linhagens 

bacterianas, 9 apresentaram a forma de bacilo e 2 de cocos, sendo 7 linhagens Gram-Positivas, 4 Gram-

negativas (Tabela 1). A zona de entrada apresentou maior número de linhagens isoladas (6), seguida 

da zona de penumbra (5) e zona afótica (4). As leveduras que foram isoladas encontravam-se somente 

na zona de penumbra (2) e afótica (2).  

3.2 AVALIAÇÃO DE TOLERÂNCIA A METAIS 

Todas as 15 linhagens isoladas demonstraram capacidades de crescimento e tolerância em diferentes 

concentrações de metais. O cobre (Cu) foi tóxico para GSF302 e GSA201 a 31,25 ppm, resultando na 

inibição dessas linhagens, mas para as outras 13 linhagens a CIM variou de 62,5 a 250 ppm (Tabela 2). 

A tolerância máxima observada foi a chumbo (Pb) em GSF101, GSF202, GSF301, GSP101, GSA101 e 

GSA201, nas concentrações de 500 e 1000 ppm, destacando-se a maior resistência nos isolados da 

zona de penumbra. 

Nas concentrações mais baixas para cada metal, todos os isolados foram resistentes o que sinaliza que 

os microrganismos cavernícolas crescem em concentrações superiores aos valores máximos de 

referência estabelecidos pela Resolução CONAMA nº 430. 

Destaca-se no presente trabalho que não houve CIM para o Fe, demonstrando assim, que todos os 

isolados foram tolerantes as concentrações inferiores a 2000 ppm de Fe. 

Tabela 1: Caracterização morfológica tintorial e fenotípica de 15 isolados de solo da caverna GEM-

1467 

Isolados Forma Coloração de GRAM 

GSF101 Bacilo Positivo 

GSF102 Bacilo Positivo 

GSF201 Bacilo Negativo 

GSF202 Bacilo Positivo 

GSF301 Bacilo Positivo 

GSF302 Bacilo Positivo 
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GSP101 Bacilo Positivo 

GSP102 Leveduriforme -- 

GSP201 Leveduriforme -- 

GSP301 Cocos Negativo 

GSP302 Cocos Negativo 

GSA101 Bacilo Positivo 

GSA201 Bacilo Negativo 

GSA301 Leveduriforme -- 

GSA302 Leveduriforme -- 

 

Tabela 2: Valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos metais chumbo (Pb), cobre (Cu) e 

ferro (Fe) dos isolados de solo da caverna GEM-1467 

 

4. DISCUSSÃO 

O ensaio de tolerância a metais demonstrou que todas as 15 linhagens microbianas isoladas não 

apresentaram CIM para o nitrato de Fe, e este é um metal de origem natural, que se apresenta como 

material de processos geológicos ou afloramentos rochosos. A composição e concentração desse 

metal está relacionada a litologia (SOUZA et al., 2018) em FFB da caverna analisada. 

As Bactérias Redutoras de Nitrato (BRN), são microrganismos anaeróbios facultativos (GARBOSSA, 

2003), sendo assim a atividade das BRN é estimulada pela presença do nitrato, pois o metabolismo é 

energeticamente mais favorável do que a redução do sulfato (MAXWELL et al., 2003). Segundo Piló e 

Auler (2011), foram identificados espeleotemas nas cavernas S11D-83 e N4WS-67, espeleotemas de 

Isolados Metais (ppm) 

 Pb Cu Fe 

GSF101 1000 62,5 -- 

GSF102 -- 125 -- 

GSF201 -- 250 -- 

GSF202 1000 125 -- 

GSF301 500 62,5 -- 

GSF302 -- 31,25 -- 

GSP101 1000 62,5 -- 

GSP102 -- 250 -- 

GSP201 -- 250 -- 

GSP301 -- 125 -- 

GSP302 -- 125 -- 

GSA101 1000 125 -- 

GSA201 1000 31,25 -- 

GSA301 -- 250 -- 

GSA302 -- 250 -- 

    

--: não determinada a CIM >2000 ppm 
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óxidos-hidróxidos, fosfatos e sulfatos de Al e/ou Fe, podendo assim inferir que a tolerância em todas 

as concentrações ao nitrato de Fe por todos os isolados estimula o crescimento desses 

microrganismos, e podem competir mais intensamente por fonte de carbono e nutrientes, pois BRN 

são capazes de oxidar sulfetos resultando na remoção do sulfeto já formado do ambiente e em 

aumento do potencial redox, inibindo o crescimento das Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (SOUSA; 

CAMMAROTA; SÉRVULO, 2010). Cabe destacar a existência de espécies de BRS capazes de também 

utilizar o nitrato como receptor final de elétrons, tendo como consequência a não formação do sulfeto 

biogênico (BODTKER et al., 2009). 

O nitrato é a forma mais completamente oxidada de nitrogênio, e formado durante os estágios finais 

de decomposição biológica (GARBOSSA, 2003), porém em concentrações tóxicas de metal podem 

afetar as atividades microbianas incluindo produtividade primária, metanogênese, fixação de 

nitrogênio, respiração, motilidade, ciclagem biogeoquímica de carbono, nitrogênio, fósforo e outros 

elementos, decomposição da matéria orgânica e síntese enzimática (GADD, 2009). A tolerância ao Fe 

pelos isolados pode ter se dado também pelo processo de captação dos metais por bioacumulação e 

biossorção (MUSTAPHA; HALIMOON, 2015), visto que microrganismos de cavernas ferríferas utilizam 

minerais como ferro e manganês (DAVIS et al., 2020), demonstrando potencial de quimiautotrofia 

microbiana, onde a produção de nitrato e, portanto, potencialmente de ácido nítrico, por 

microrganismos oxidantes de amônia, podendo assim contribuir para  a oxidação do ferro 

exacerbando a corrosão e alterando a dinâmica do pH em áreas cobertas por incrustações microbianas 

(RANALLI et al. 2009;  ZANARDINI et al., 2019). 

Os metais podem exercer um importante efeito como agentes seletivos para bactérias exógenas e 

genes de resistência a antibióticos (HU et al., 2016; DICKINSON et al., 2019) e o Cu é um agente muito 

conhecido e utilizado para prevenir o crescimento microbiano (GRASS et al., 2011; VINCENT et al., 

2016). A inibição pelo Cu foi observada em todos os isolados microbianos variando nas diferentes 

concentrações (Tabela 2), e que essa resistência pode resultar de modificações nas estruturas 

celulares bacterianas que apresentam adaptações em altas concentrações de metais pesados (GHANI 

et al., 2012). As cepas bacterianas resistentes a metais pesados podem compartilhar adaptações em 

comum com bactérias resistentes a antimicrobianos (IANEVA, 2009), 

A resistência bacteriana à metais tóxicos e a antimicrobianos apresentam indícios de co-evolução e 

desenvolveram vários mecanismos de resistência e desintoxicação, e a capacidade de tolerar metais 

tóxicos é principalmente mediada por plasmídeo (PAL et al., 2017). A toxicidade à metais pesados no 
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solo depende da localização geográfica, diversidade bacteriana e concentração de metais (RAJEEV et 

al., 2021). O presente estudo demonstra que os isolados submetidos nas concentrações pré-

determinadas de Fe, Cu e Pb, pode suportar um alto nível desses metais, quando comparado com 

Resolução CONAMA nº 430, em que os valores máximos permitidos para o Fe é 15,0 mg/ L, Cu 1,0 

mg/L e de Pb 0,5 mg/L (BRASIL, 2011). 

Os sedimentos de cavidades subterrâneas ferríferas são depósitos ricos em metais e oferecem 

oportunidades para isolar novos microrganismos resistentes a metais pesados ou descobrir novas 

rotas metabólicas para ciclagem de metais pesados (XU et al., 2013), como no caso do Pb em que 13 

isolados não apresentaram CIM, e que estes podem estar usando do mecanismo metabólico de 

produção de lipopeptídios com propriedades biossurfactantes e antimicrobianas (ROCCO, 2020). As 

leveduras toleram metais pesados, os quais se adaptam e crescem em altas concentrações de metais 

(IRAM et al., 2013), sendo que as linhagens GSP102, GSP201, GSA301 e GSA302 foram resistentes a 

todas as concentrações de Pb e Fe, e apresentaram a mesma tolerância ao Cu em 250 ppm (Tabela 2). 

Estudos demonstram que linhagens fúngicas podem ser tolerantes a metais como Cu e Pb, sendo 

bastante utilizados na remoção e tratamento de águas residuais e de solos contaminados com metais 

pesados (PARAMESWARI; LAKSHMANAN; THILAGAVATHI, 2010). 

Considerando os mecanismos de interação das bactérias e leveduras com íons metálicos e sua 

capacidade de resistência e tolerância aos metais, esses microrganismos podem ser utilizados em 

processos de biorremediação de ambientes impactados por metais pesados (IRAM; NASIR, 2012). Os 

processos microbianos de biotransformação e bioacumulação são os que estão envolvidos na 

remediação de metais pesados, sendo que a bioacumulação representa o cenário mais estratégico 

para investimento em tecnologia de biorremediação microbiana, visto seu potencial para ser 

implementado em programas/ações de recuperação de áreas impactadas por metais pesados 

(SANTOS et al., 2018). 

5. CONCLUSÕES 

O presente trabalho demonstrou que as linhagens microbianas isoladas de solo da caverna GEM-1467 

apresentaram resistência ao Fe, e isso se explica pela presença desse metal na litologia da caverna 

estudada. Quanto ao Cu, as linhagens apresentaram diferentes graus de tolerância entre 31,25 a 250 

ppm, diferentemente do Pb em que 6 isolados apresentaram CIM de 500 e 100 ppm. Cabe salientar 
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que nossos isolados apresentaram tolerância a concentrações elevadas de Fe, Cu e Pb, acima dos 

valores máximos permitidos pela legislação brasileira. 

Deste modo, os isolados da caverna GEM-1467 são potenciais para a aplicabilidade biotecnológica em 

biorremediação, devido a capacidade de sobrevivência em altas concentrações dos metais analisados, 

proporcionando assim alternativas de estudos posteriores com os isolados cavernícolas ferríferos para 

o tratamento e recuperação de áreas contaminadas por metais. 
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