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Resumo: As comunidades microbianas possuem uma adaptacao especifica as condi¢des de baixo teor
de nutrientes e alto teor de ferro, explorando diversas vias metabdlicas, incluindo capacidades como
biomineralizagdo e intemperismo de rochas para garantir a sobrevivéncia no ecossistema de cavernas.
Enguanto alguns metais, como cobre (Cu) e ferro (Fe), sdo essenciais para o metabolismo microbiano,
niveis elevados podem ser téxicos. Por outro lado, o chumbo (Pb), embora nado seja essencial, é téxico
mesmo em niveis de traco. Recentemente, tecnologias tém sido desenvolvidas com o propésito de
mitigar ou recuperar a contamina¢dao ambiental por metais téxicos, destacando-se a biorremediagao
microbiana. Este estudo teve como objetivo isolar, identificar e caracterizar bactérias que sdo
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 microdiluicdo para determinar a
concentragdo inibitéria minima (CIM) de Fe, Cu e Pb. Os resultados revelaram a notdvel tolerancia das
bactérias isoladas a concentracdes elevadas desses metais, indicando seu potencial uso como

ferramenta biotecnolégica na remediacdo de areas contaminadas.
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1. INTRODUGAO

As cavernas sdo ecossistemas considerados oligotréficos e apresenta caracteristicas especificas que
determinam a microbiota local (GHOSH; KUISIENE; CHEEPTHAM, 2017), sendo as comunidades
microbianas as menos exploradas (BARTON; JURADO, 2007). Varios microrganismos ja 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 funcdes metabdlicas (ZADA et al., 2021), como producdo de antimicrobianos (RANGSEEKAEW;
PATHOM-AREE, 2019), enzimas hidroliticas (HAMEDI; KAFSHNOUCHI; RANJBARAN, 2019) e
mecanismo de resisténcia a metais (PAWLOWSKI et al., 2018), sendo assim fontes promissoras para
abordagens de isolamento e triagem em biotecnologia microbiana (HAMEDI; KAFSHNOUCHI;
RANJBARAN, 2019).

O ambiente cavernicola abriga uma grande variedade de microrganismos que utilizam minerais que
figuram de forma proeminente na formacdo de depdsitos minerais secundarios e microestruturas
mineralizadas incomuns reconhecidas como bioassinaturas (RIQUELME et al, 2015), onde a reducdo
microbiana de Fe (1) contribui para a formacao potencial de cavernas em Formacao Ferrifera Bandada
(FFB), minério de ferro e canga (PARKER et al., 2018), evidenciando assim que as comunidades
microbianas se adaptam especificamente as condi¢des de baixo teor de nutrientes (MA et al., 2021) e

de alto teor de ferro.

Em vista disso, os microrganismos cavernicolas exploram diferentes vias metabdlicas, incluindo a
capacidade de biomineralizacdo e intemperismo das rochas, para sobreviver no ecossistema
cavernicola (SANCHEZ-MORAL et al., 2012), estimulando a competicdo entre as linhagens microbianas
e fazendo com que estes desenvolvam estratégias de sobrevivéncia, adaptando-se a presenca de
substancias toxicas, como os metais, alterando a sensibilidade dos componentes celulares essenciais,

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

Alguns metais sdo essenciais para o metabolismo microbiano, como o cobre (Cu) e ferro (Fe), mas em
niveis elevados podem se tornar téxicos. Diferentemente o chumbo (Pb) que ndo é essencial, mas
téxico mesmo em niveis de traco (BRAVO et al., 2018), sendo que sua presenca em altas concentracdes
no meio ambiente, ndo apenas desencadeia processos de co-sele¢cdo, mas também aumenta o nivel

de tolerancia aos antibiodticos, devido a co-regulacdo de genes de resisténcia (NATH et al., 2019).



Novas tecnologias tém sido desenvolvidas com o objetivo de reduzir ou recuperar a contaminagao
ambiental por metais téxicos, como por exemplo a biorremediagao microbiana. Este processo inclui a
degradacdo do poluente por reacdes bioquimicas (HALTTUNEN, et al., 2006), alterando o estado de
oxidacdo do metal, permitindo a sua desintoxicagdao. Independente das reag¢les que ocorram,
provavelmente, o metal ainda pode permanecer no local, ja que as bactérias possuem capacidade para
concentrar ou remover metais, seja em forma de precipitados ou de substancias volateis,
transformando os elementos quimicos em compostos menos téxicos e mais facilmente disponiveis
(SINGH; CAMEOTRA, 2004). Ja nas leveduras tém-se a inibicdo da atividade metabdlica (VAN DER
HEGGEN et al. 2010), impedindo a assimilagdo do ion amodnio e inibindo a sintese proteica (CHEN;

WANG, 2007).

O conhecimento acerca desses microrganismos e sobre seus mecanismos de resisténcia, despertam
grande interesse na comunidade cientifica devido a possibilidade de seu uso na descontaminacao por
residuos organicos e inorganicos, presentes no meio ambiente. Para esse fim, sdo utilizadas
metodologias que buscam o isolamento e selecdo dessas bactérias, a fim de descobrir novas espécies
gue possam apresentar potencial biotecnoldgico para biorremediacdo 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 ferrifera no Para.
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 municipio de Canaa dos Carajas, Para. Com base em dados secundarios do Relatério
de Diagnéstico e Analise de Relevancia de 235 cavernas da Serra da Bocaina, Canaa dos Carajas (PA)
(Pilo et al., 2014), selecionou-se a caverna GEM-1467 (SB-0051) considerando as caracteristicas de
relevancia, litotologia, morfologia, hidrologia, presenca ou auséncia de matéria organica e presenca

de solo.

A coleta ocorreu sob a licenca do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) n2
79255-1. As amostras foram coletadas na estacdo 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 trés pontos em cada zona, ou seja, trés na zona afética

(auséncia de luz), trés na disfética (penumbra) e trés na entrada, totalizando 9 pontos de amostragem.
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As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis (ziplock), com o auxilio da pa de
jardinagem estéril, sendo limpa a cada coleta com alcool 70%, identificadas com o nome/numero da
caverna, nimero da amostra, data da coleta e nome do coletor responsavel, e armazenadas em caixa

térmica a 42C para posterior andlise.

2.2 ISOLAMENTO E PRESERVAGAO DE MICRORGANISMOS

No laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) da Universidade Estadual do Oeste do
Parand (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 dgua destilada. As amostras foram incubadas em agitador orbital (150
rom) a 289C, por 24 horas. Apds esse periodo, foi realizada diluicdes em série, sendo retiradas
aliqguotas de 100 pL das diluicGes de 10-2 a 10-3 e semeadas na superficie do meio Luria Bertani (LB),
com o auxilio da alga de Drigalski. As placas foram incubadas (28°C) no periodo de 24 a 72 h. As

linhagens microbianas isoladas foram conservadas em meio Agar Estoque e a -80 C.

2.3 CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS MICROBIANAS

As linhagens microbianas foram caracterizadas fenotipicamente, baseadas em suas caracteristicas

morfoldgicas e tintoriais, usando o método de Gram.

2.4 ENSAIO DE TOLERANCIA A METAIS POR CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O teste de tolerancia aos metais pesados foi realizado a partir da determinag¢ao da concentragao
inibitéria minima (CIM). A CIM foi realizada em placa de 96 pocos para cultivo de células de acordo
com Wiegand et al. (2008) com modifica¢des. Os isolados foram inoculados em 90 uL de caldo Triptona
de Soja (TSB), e posteriormente aplicado 100 pL da solu¢do mae contendo 2.000 mg/L dos seguintes
sais metalicos: nitrato de ferro [Fe(NO3)s], nitrato de cobre [Cu(NOs),] e nitrato de chumbo [Pb(NO3)2],
usando a técnica de diluicdo seriada, nas concentraces de 1.9 a 1000 mg/L. O indéculo de 10 pL da
suspensado bacteriana foi aplicado em cada poco, 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 solu¢do de metal e apenas solugdo
de metal. Para o controle positivo foi utilizado TSB e suspenc¢do bacteriana. As placas foram incubadas
a 30°C por 24h. Apds o periodo de incubagdo, foi aplicado nos pogcos 10 puL da solucdo reveladora
incolor de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) e incubado na estufa por mais 2 horas. A leitura do

teste de CIM foi realizada através da mudanca de coloracdo da solucdo reveladora, considerando o



resultado positivo a presenca de coloracdo rosa ou avermelhada e negativo a auséncia de coloracao

(MOHR et al., 2017).
3. RESULTADOS

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO 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 numero de linhagens isoladas (6), seguida
da zona de penumbra (5) e zona afética (4). As leveduras que foram isoladas encontravam-se somente

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

3.2 AVALIACAO DE TOLERANCIA A METAIS

Todas as 15 linhagens isoladas demonstraram capacidades de crescimento e tolerancia em diferentes
concentracdes de metais. O cobre (Cu) foi téxico para GSF302 e GSA201 a 31,25 ppm, resultando na

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

A tolerancia maxima observada foi a chumbo (Pb) em GSF101, GSF202, GSF301, GSP101, GSA101 e
GSA201, nas concentragdes de 500 e 1000 ppm, destacando-se a maior resisténcia nos isolados da

zona de penumbra.

Nas concentracdes mais baixas para cada metal, todos os isolados foram resistentes o que sinaliza que
0s microrganismos cavernicolas crescem em concentragdes superiores aos valores maximos de

referéncia estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n2 430.

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

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

Tabela 1: Caracterizagao morfoldgica tintorial e fenotipica de 15 isolados de solo da caverna GEM-

1467
Isolados Forma Coloracdo 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
GSP102
GSP201
GSP301
GSP302
GSA101
GSA201
GSA301
GSA302

Bacilo
Leveduriforme
Leveduriforme

Cocos

Cocos

Bacilo

Bacilo
Leveduriforme
Leveduriforme

Positivo

Negativo
Negativo
Positivo
Negativo

Tabela 2: Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos metais chumbo (Pb), cobre (Cu) e

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

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 -

--: ndo determinada a CIM >2000 ppm

4. DISCUSSAO

O ensaio de tolerdncia a metais demonstrou que todas as 15 linhagens microbianas isoladas ndo

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

material de processos geoldgicos ou afloramentos rochosos. A composicdo e concentracdo desse

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

As Bactérias Redutoras de Nitrato (BRN), sdo microrganismos anaerdbios facultativos (GARBOSSA,

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

energeticamente mais favordvel do que a reduc¢do do sulfato (MAXWELL et al., 2003). Segundo Pil6 e

Auler (2011), foram identificados espeleotemas nas cavernas S11D-83 e N4WS-67, espeleotemas de
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oxidos-hidroxidos, fosfatos e sulfatos de Al e/ou Fe, podendo assim inferir que a tolerancia em todas
as concentragdes 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
sdo capazes de oxidar sulfetos resultando na remoc¢do do sulfeto ja formado do ambiente e em
aumento do potencial redox, inibindo o crescimento das Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (SOUSA;
CAMMAROTA; SERVULO, 2010). Cabe destacar a existéncia de espécies de BRS capazes de também
utilizar o nitrato como receptor final de elétrons, tendo como consequéncia a ndo formagao do sulfeto

biogénico (BODTKER et al., 2009).

O nitrato é a forma mais completamente oxidada de nitrogénio, e formado durante os estdgios finais
de decomposicdo bioldgica (GARBOSSA, 2003), porém em concentragcfes toxicas de metal podem
afetar as atividades microbianas incluindo produtividade primdria, metanogénese, fixacdo de
nitrogénio, respiracdo, motilidade, ciclagem biogeoquimica de carbono, nitrogénio, fésforo e outros
elementos, decomposicao da matéria organica e sintese enzimatica (GADD, 2009). A tolerancia ao Fe
pelos isolados pode ter se dado também pelo processo de captacdo dos metais por bioacumulacado e
biossorcao (MUSTAPHA; HALIMOON, 2015), visto que microrganismos de cavernas ferriferas utilizam
minerais como ferro e manganés (DAVIS et al., 2020), demonstrando potencial de quimiautotrofia
microbiana, onde aproducdo de nitrato e, portanto, potencialmente de &cido nitrico, por
microrganismos oxidantes de amonia, podendo assim contribuir para a oxidacdo do ferro
exacerbando a corrosdo e alterando a dindmica do pH em areas cobertas por incrustacdes microbianas

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

Os metais podem exercer um importante efeito como agentes seletivos para bactérias exdgenas e
genes de resisténcia a antibidticos (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 inibicdo pelo Cu foi observada em todos os isolados microbianos variando nas diferentes
concentracdes (Tabela 2), e que essa resisténcia pode resultar de modificacdes nas estruturas
celulares bacterianas que apresentam adaptaces em altas concentracdes de metais pesados (GHANI
et al., 2012). As cepas bacterianas resistentes a metais pesados podem compartilhar adaptacées em

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

A resisténcia bacteriana a metais toxicos e a antimicrobianos apresentam indicios de co-evolugao e
desenvolveram varios mecanismos de resisténcia e desintoxicacdo, e a capacidade de tolerar metais

toxicos é principalmente mediada por plasmideo (PAL et al., 2017). A toxicidade a metais pesados no
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solo depende da localizacdo geografica, diversidade bacteriana e concentracdo de metais (RAJEEV et
al., 2021). O presente estudo demonstra que os isolados submetidos nas concentragbes pré-
determinadas de Fe, Cu e Pb, pode suportar um alto nivel desses metais, quando comparado com
Resolucdo CONAMA n2 430, em que os valores maximos 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 subterrdneas ferriferas sdo depdsitos ricos em metais e oferecem
oportunidades para isolar novos microrganismos resistentes a metais pesados ou descobrir novas
rotas metabdlicas para ciclagem de metais pesados (XU et al., 2013), como no caso do Pb em que 13
isolados ndo apresentaram CIM, e que estes podem estar usando do mecanismo metabdlico de
producdo de lipopeptidios com propriedades biossurfactantes e antimicrobianas (ROCCO, 2020). As
leveduras toleram metais pesados, os quais se adaptam e crescem em altas concentra¢des de metais
(IRAM et al., 2013), sendo que as linhagens GSP102, GSP201, GSA301 e GSA302 foram resistentes a
todas as concentragGes de Pb e Fe, e apresentaram a mesma tolerancia ao Cu em 250 ppm (Tabela 2).
Estudos demonstram que linhagens fungicas podem ser tolerantes a metais como Cu e Pb, sendo
bastante utilizados na remocao e tratamento de aguas residuais e de solos contaminados com metais

pesados (PARAMESWARI; LAKSHMANAN; THILAGAVATHI, 2010).

Considerando os mecanismos de interacdo das bactérias e leveduras com ions metalicos e sua
capacidade de resisténcia e tolerancia aos metais, esses microrganismos podem ser utilizados em
processos de biorremediacdo de ambientes impactados por metais pesados (IRAM; NASIR, 2012). Os
processos microbianos de biotransformagao e bioacumulacdo sdo os que estdo envolvidos na
remediacdo de metais pesados, sendo que a bioacumulacdo representa o cendrio mais estratégico
para investimento em tecnologia de biorremediacdo microbiana, visto seu potencial para ser
implementado em programas/acdes de recuperacdo de areas impactadas por metais pesados

(SANTOS et al., 2018).

5. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que as linhagens microbianas isoladas de solo da caverna GEM-1467
apresentaram resisténcia ao Fe, e isso se explica pela presenca desse metal na litologia da caverna
estudada. Quanto ao Cu, as linhagens apresentaram diferentes graus de tolerancia 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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gue nossos isolados apresentaram tolerdncia a concentracdes elevadas de Fe, Cu e Pb, acima dos

valores maximos permitidos pela legislagao brasileira.

Deste modo, os isolados da caverna GEM-1467 sao potenciais para a aplicabilidade biotecnolégica em
biorremedia¢ao, devido a capacidade de sobrevivéncia em altas concentragdes dos metais analisados,
proporcionando assim alternativas de estudos posteriores com os isolados cavernicolas ferriferos para

o tratamento e recuperagdo de areas contaminadas por metais.
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