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APRESENTACAO

A ampla utilizacdo de agrotoxicos na atualidade vem se intensificando a cada dia,
devido ao grande avanco da urbanizacdo e o aumento da demanda por alimentos. Sua
utilizacdo estd principalmente relacionada ao uso de fertilizantes e defensivos agricolas
destinados ao aumento da produtividade dos mais diversos tipos de cultura e ao controle de
pragas que acabam sendo um grande problema para o produtor. Porém, o seu uso repetitivo e
indiscriminado pode ocasionar diversos problemas, que prejudica tanto o meio ambiente em
seus processos bioldgicos, como também a satde do homem.

O uso desses contaminantes em larga escala pode acabar acarretando na introdugéo de
metais potencialmente toxicos no solo, estes que mesmo encontrados em baixas
concentragdes acabam trazendo inUmeros prejuizos tanto para o solo que pode perder sua
fertilidade, como para processos vitais da planta, que posteriormente sdo consumidas e esses
metais acumulados ao longo das cadeias tréficas. O uso de microrganismos como bactérias na
biorremediacdo de &reas contaminadas com metais pesados, vem aumentando nas ultimas
décadas, principalmente por apresentar inUmeros beneficios como o baixo custo, e também
por utilizar organismos nativos do solo a ser remediado.

O presente estudo foi realizado em uma regido periurbana localizada no municipio de
Senador La Rocque-MA. de cultivo de hortalicas A populagdo local vive basicamente do
cultivo de hortalicas, comércio e criacdo de gado. A pesquisa nessa regido se torna muito
relevante, pois a populacdo ndo possui muita informacéo a respeito do uso de agrotoxicos,
bem como o seu risco por uso indiscriminado. Dessa forma, o objetivo geral deste trabalho foi
avaliar a capacidade de remocdo de caddmio em solos de horticultura por isolados de
Rizobactérias: Pseudomonas fluorescens desenvolvendo assim estratégias que possam ser
implementadas na regido de Senador La Rocque-Ma, colaborando para o desenvolvimento
mais sustentavel das atividades agricolas.

Para tanto, o0 mesmo foi dividido em dois capitulos, sendo o capitulo 1 denominado:
Caracterizacdo e Determinacdo de cddmio no Solo, que apresenta os aspectos fisico-quimicos
dos solos estudados, e as concentragfes iniciais do metal cadmio encontradas antes da adi¢do
da solucdo de bactérias no solo. O objetivo geral deste capitulo foi: avaliar a influéncia das
mudangas dos atributos fisico-quimicos do solo na biodisponibilidade de cadmio em uma
horticultura com diferentes tempos de cultivo

Os objetivos especificos foram:

= Estimar os parametros fisico-quimicos dos solos investigados;
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= Quantificar os teores do metal cddmio presentes nos solos anteriormente
cultivados e atualmente em uso;

= Verificar o efeito dos fatores ambientais na biodisponibilidade de cadmio;

O capitulo 2 intitulado: Potencial Biorremediador da Bactéria Pseudomonas
fluorescens em Solos Contaminados por Cadmio, mostra os resultados das taxas de remocéo e
capacidade de biossorcdo dessas bactérias ao longo de vinte e um dias apds sua adicdo ao
solo.

O objetivo geral deste capitulo foi: avaliar a capacidade de remog&o e biossor¢do de
cadmio em solos de horticultura por isolados de rizobactérias: Pseudomonas fluorescens
desenvolvendo assim estratégias que podem ser implementadas na regido de Senador La
Rocque-MA, colaborando para o desenvolvimento mais sustentavel das atividades agricolas

Os objetivos principais foram:

= Avaliar a capacidade de remocdo e biossorcdo de cadmio por isolados de
Rizobactérias: (Pseudomonas fluorescens) no solo investigado;

= Auvaliar o efeito no tempo na biorremediacdo dos solos estudados;

= Incentivar 0 desenvolvimento socioecondmico sem prejudicar a

sustentabilidade dos recursos naturais através da biorremediacao.

As hipoteses testadas foram: 1) Bactérias Pseudomonas fluorecens sdo eficientes no
processo de remediacdo de solos contaminados por cadmio. 2) Solos atualmente cultivados e
solos anteriormente cultivados, porém, ndo estdo mais em uso, respondem de maneira

diferente a acdo das bactérias no processo de biorremediacé&o.
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CAPITULO |
CARACTERIZACAO DO SOLO E DETERMINACAO DOS METAIS

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho, estimar os parametros fisico-quimicos dos solos
investigados, quantificar os teores do metal cddmio presentes nos solos anteriormente
cultivados e atualmente em wuso, e verificar o efeito dos fatores ambientais na
biodisponibilidade desses metais. Foram feitas as analises fisico-quimicas do solo como pH,
pPHkcL, Phioo, capacidade de troca cationica (CTC), teor de matéria orgénica, ponto de carga
zero (PCZ). O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC) constituido de 6
tratamentos (tempo 0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias), e 3 repeti¢Oes (area 1, area 2, area 3), resultando
em 54 unidades amostrais, em fatorial 6x3. pH H,O apresentou uma média de 5,72 e 0s
valores minimos foram encontrados na Area 1 e Area 2 (4,9 e 5,8, respectivamente), e 0
maximo de 6,2 na Area 3, O pH KCL apresentou valores minimos na Area 1 (2,03) e valores
méaximos na Area 3 e area natural com o valor de (5,2). A média da matéria organica obtida
foi de 6,3. A CTC apresentou uma média de 0,4 cmol ¢ kg-' com uma variacéo de 0,2 a 0,9
cmol ¢ kg™. O ponto de carga zero apresentou uma média de 2,75 com uma variacéo de -0,6 a
4,4. A variacdo do pH apresentou valores entre -0,2 e -0,9, com média de -0,2. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel observar que os solos dos locais estudados possuem carater
acido, ou muito &cido, retendo entdo cations, presenca de matéria inorganica, baixa média de
troca catidnica, A extracdo da espécie investigada, determinada por Espectrometria de
Absorcao Atdmica com Chama (FAAS). As éreas, atualmente cultivada e com intervalo de
tempo de cultivo, apresentaram valores elevados de cadmio quando comparados ao valor de
intervencdo agricola para o cadmio que é 1,3 (mg kg™), com média de (2,6) para a 4rea 1, e
(2,4) e (2,7) para as areas 2 e 3 respectivamente. Observou-se concentracbes de cadmio
biodisponiveis elevadas nos solos investigados quando comparadas a area natural. O solo
apresentou caracteristicas de pH acido e muito acido, com predominio de materias

inorganicas, com balanco de cargas negativas, propiciando a adsor¢éo de cations.

Palavras-chave: Agrotoxicos, cadmio, solo.
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ABSTRACT

The objective of this work was to estimate the physicochemical parameters of the
investigated soils, to quantify the levels of metal cadmium present in previously cultivated
soils and currently in use, and to verify the effect of environmental factors on the
bioavailability of these metals. The physicochemical analyzes of the soil such as pH, pHKCL,
PhH20O, cation exchange capacity (CTC), organic matter content, zero charge point (PCZ)
were carried out. The design used was a randomized block (DBC) consisting of 6 treatments
(time 0, 2, 5, 10, 15 and 21 days) and 3 replications (area 1, area 2, area 3), resulting in 54
sampling units, in 6x3 factorial. pH H20 had an average of 5.72 and the minimum values
were found in Area 1 and Area 2 (4.9 and 5.8, respectively), and the maximum of 6.2 in Area
3. The pH KCL presented minimum values in Area 1 (2.03) and maximum values in Area 3
and natural area with the value of (5.2). The average of the organic matter obtained was 6.3.
The CTC had an average of 0.4 cmol ¢ kg-1 with a variation of 0.2 to 0.9 cmol ¢ kg-1. The
zero load point averaged 2.75 with a range from -0.6 to 4.4. The pH variation presented
values between -0.2 and -0.9, with an average of -0.2. From the results obtained, it was
possible to observe that the soils of the studied sites have an acidic or very acidic character,
thus retaining cations, presence of inorganic matter, low average cation exchange, The
extraction of the investigated species, determined by Atomic Absorption Spectrometry with
Flame (FAAS). The areas, currently cultivated and with an interval of cultivation time,
presented high values of cadmium when compared to the value of agricultural intervention for
cadmium, which is 1.3 (mg kg-1), with an average of (2.6) for the area 1, and (2.4) and (2.7)
for areas 2 and 3 respectively. High concentrations of bioavailable cadmium were observed in
the investigated soils when compared to the natural area. The soil showed characteristics of
acidic and very acidic pH, with a predominance of inorganic materials, with negative charge

balance, favoring the adsorption of cations.

Keywords: Pesticides, cadmiun, soil
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de alimentos no mundo e um dos
paises que mais consome agrotoxicos nos métodos de producéo de diversas culturas agricolas.
(CARVALHO et al., 2017). O crescimento populacional aliado ao consumo desenfreado de
produtos, as atividades antrépicas e a intensificagdo dos processos industriais s&o
responsaveis por inimeros locais contaminados pelo mundo, acentuando os problemas da
poluicdo dos solos e da agua, pela introducdo de varios contaminantes, como pesticidas,
herbicidas, metais toxicos entre outros, dentre 0s quais representa uma ameaca para a salde
humana e o ecossistema natural (CASTELO-GRANDE, 2003; CHEN, et al., 2015).

Os agrotdxicos sdo substancias quimicas ou suas misturas, que apresentam finalidade,
tanto direta como indireta, de prevenir, repelir ou acabar, com agentes infecciosos, que sdo
nocivos e prejudiciais aos cultivos e criagdes (PERES et al., 2003; ZIMBA; ZIMUDZI,
2016). Préticas inadequadas de manejo diminuem os estoques de matéria organica do solo,
sendo que a mesma possui muita importancia para fornecer nutrientes as plantas, retencéo de
cations, complexacdo de elementos toxicos e micronutrientes (ENSINAS et al., 2014).

O Brasil é considerado um dos lideres mundiais em cultivares agricolas, que realizam
algum tipo de uso de produtos quimicos (SILVA; COSTA, 2012). Em 2016, cerca de 550 mil
toneladas desses produtos foram vendidos no Brasil (BRASIL, 2016). A utilizacdo de
agrotoxicos na producdo agricola no pais representa 30% de todo o mercado global
consumidor, sendo o Brasil, 0 maior mercado consumidor individual (CONAB, 2019). Apesar
de existir no mercado um grande nimero de compostos para controlar as mais diversas
pragas, existe uma demanda crescente por novos produtos, pois 0s organismos desenvolvem
resisténcia a tais compostos, passando a ser menos efetivos (PEREZ, 2009).

O amplo cultivo de hortalicas como a alface e outras folhosas exige manejo nutricional
do solo para obtencdo de producdo vegetal que se adeque a comercializa¢do. 1sso envolve
com muita frequéncia praticas culturais que beneficiem a producdo de forma rapida e
volumosa, como por exemplo, os mecanismos de irrigacdo, e a aplicacdo de fertilizantes,
exclusivamente os formulados com N, P e K, que fornecem o0s principais nutrientes
necessarios a planta como o nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) (SOSA et al. 2010).

Os produtos quimicos trouxeram muitas vantagens para o cultivo de diversas culturas.
No entanto, o que se tem discutido sdo 0s prejuizos trazidos pelo seu uso decorrente e

excessivo, que por consequéncia, poluem o solo com contaminantes (metais toxicos como o



18

chumbo) comprometendo assim a qualidade do ecossistema e da satde humana por ndo serem
digeridos por organismos vivos (FREITAS et al., 2009; ANTONIOLLI et al., 2013).

Os metais potencialmente téxicos, termo mais difundido para metais pesados, sao
aqueles que apresentam alta densidade (> 5 g cm-3), em comparagdo aos demais elementos e
namero atdbmico maior que 20 ocorrem naturalmente na natureza e alguns deles desempenham
papel na nutricdo de plantas como o Co, Zn e Cu, enquanto o mercdrio (Hg), chumbo (Pb),
cadmio (Cd) e arsénio (As) exercem efeitos deletérios e sdo os de maior risco ambiental em
razdo do seu uso intenso, toxicidade e ampla distribuicdo (MANZINI et al., 2010).

Em adicéo, os metais pesados diferem em sua maioria das demais substancias toxicas
por sua alta persisténcia no ambiente, e por sua ndo degradabilidade. Sua remediacdo em
solos contaminados se da por meio de imobilizacdo, contencdo, separacdo e remocéo.
Conhecer a mobilidade dos metais no solo se torna importante, além de entender as técnicas
mais adequadas de descontaminacdo, pois a distribuicdo de metais toxicos em perfis de solos
varia, contaminando o solo e as &guas superficiais e também podem alcancar as aguas
subterraneas (MUNOZ, 2002; BAPTISTA, 2005; LI et al., 2016).

As principais fontes de poluicdo de metais potencialmente tdxicos do solo se ddo pela
aplicacdo de defensivos agricolas ou de fertilizantes, despejo de residuos sélidos, lancamento
de esgotos domésticos ou industriais, residuos resultantes do processo petroquimico e da
mineragdo (REDDY; ADAMS, 2015; COVARRUBIAS et al., 2018). Dentre estes
contaminantes, os metais tdxicos se destacam por seu comportamento ambiental e
toxicoldgico extremamente diferenciado e especifico, merecendo maior atencdo quanto ao seu
tratamento, evitando efeitos nocivos ao meio ambiente e a sadde humana. (TAVARES, 2013).

Baixas concentracBes de metais pesados ja sdo consideradas toxicas e, portanto,
prejudiciais aos organismos Vvivos, pois atraem para si proteinas e enzimas impedindo que
funcionem. Em adicéo, as funcdes dos pulmdes, cérebro, figado, rim, composicao do sangue e
outros Grgaos podem ser inibidas e os niveis de energia pode ser diminuido pela toxicidade do
metal pesado. Alguns metais e seus compostos podem causar cancer devido a sua repetida
exposicao a longo prazo (JAISHANKAR et al., 2014).

Na dindmica do sistema solo, ocorrem reacBes quimicas, fisicas e bioldgicas
complexas, tanto nos seus constituintes minerais e organicos, quanto nos elementos que lhe
sdo inseridos constantemente (CAMARGO, 2007). Em funcdo de suas caracteristicas e
propriedades, os solos demostram uma grande capacidade de decomposi¢cdo bem como,

inativacdo de substancias consideradas prejudiciais a0 meio ambiente. No entanto, uso
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constante de agrotdxicos tem ocasionado a contaminacgéo dos recursos naturais, com possiveis
efeitos negativos na saide humana e animal (CAMARGO, 2007).

Na solucdo do solo, os MPT disponiveis sdo absorvidos pelas raizes das plantas
dependendo da concentracdo e posteriormente sao translocados para a parte aérea das plantas,
e dependendo da cultura (parte aérea comestivel), esses MPT transferem-se do meio ambiente
para o homem, fechando-se o ciclo de transferéncia para a cadeia alimentar
(WELDEGEBRIEL et al., 2012).

Os metais toxicos sdo transportados principalmente pelas aguas, sob duas formas
fisicas: as espécies dissolvidas e as espécies associadas as particulas sélidas (MIRANDA et
al., 2009). O excesso dos metais também pode alterar as propriedades fisico-quimicas dos
solos, diminuir atividades microbianas, causar perdas de rendimento agricola e reducdo da
fertilidade dos solos (GAO et al. 2010; NOGUEIRA, 2018). O Cadmio (Cd) é considerado
um dos elementos mais toxicos nos processos bioldgicos tanto dos seres humanos, animais e
plantas (SANDSTEAD et al, 2007, SPURGEON, 2010).

O cadmio se liga a mitocéndria e pode inibir tanto a respiracdo celular quanto a
fosforilacdo oxidativa em baixa concentracdo (PATRICK, 2003), que resulta em aberracdes
cromossémicas, troca de cromatides irmas, quebras de fitas de DNA em linhagens celulares,
além de causar mutacGes e delecBes cromossémicas (JOSEPH, 2009). Diante do
conhecimento da sua toxicidade, entende-se o0 motivo pelo qual os solos contaminados com
este elemento acabaram se tornando um grande problema em todo o mundo (FIRME et al;
2014).

O Cd estd normalmente concentrado nas camadas superficiais do solo, pelo maior teor
de matéria organica encontrado nessa regido, e pode ficar fortemente adsorvido neste
horizonte durante a ciclagem da vegetacdo e mesmo em baixas concentracfes € absorvido
pelas raizes das plantas e pode se acumular também em outras partes vegetais contribuindo
para sua presenca na cadeia alimentar (STERCKEMAN et al., 2011).

O Cd pode ser encontrado naturalmente pelo desgaste da rocha de origem, sendo as
rochas sedimentares as que apresentam maior teor desse metal. Faz parte da composicdo dos
fertilizantes fosfatos que sdo fontes de contaminacdo para solos agricolas (RIBEIRO, 2013).
Sua solubilidade dependem de fatores como, pH, matéria organica, e dos oxidos de ferro e
manganés (STERCKEMAN et al., 2011). O excesso de cadmio (Cd) biodisponivel & um

problema global pela sua alta toxicidade para os seres vivos em quantidades baixas, e por ser
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solivel em &gua, sendo assim considerado um dos metais pesados que causam mais danos
para os seres vivos (DAS et, al 2014, KHAN, et al., 2017, L1 et al., 2018, SHI et al., 2020).

Plantas que crescem em solos contaminados por Cd podem manifestar algumas
caracteristicas de toxicidade, como também desenvolverem mecanismos de resisténcia que
viabilizem seu funcionamento e sobrevivéncia. O acumulo de Cd, entretanto, ndo € nocivo
apenas as plantas, mas também para os organismos ocasionando efeitos adversos nos
diferentes processos bioldgicos do solo, seres humanos e outros animais (MEHARG, 2011).

As fontes de contaminacdo por cadmio como por exemplo, a aplicacao de fertilizantes
nas lavouras, podem levar a contaminacdo dos solos e 0 aumento da captacdo de cadmio por
culturas e  produtos  horticolas, cultivadas para 0 consumo  humano
(KHOSHGOFTARMANESH & CHANEY, 2007).

A restauracdo de ecossistemas contaminados por Cd faz-se necessaria, devido a sua
bioacumulacdo, biomagnificacdo e ndo biodegradabilidade na cadeia tréfica (HUANG et al.
2014; FERNANDEZ et al., 2018; SU et al., 2020). Dessa forma, abordagens de remediacao
bioldgica e de baixo custo empregando-se 0 uso de microrganismos Sdo promissoras, uma vez
que algumas bactérias e fungos podem remover Cd do meio (SHI et al., 2020).

Diante do exposto, 0s objetivos desse capitulo foram estimar os pardmetros fisico-
quimicos dos solos investigados, quantificar os teores do metal cadmio presente nos solos
anteriormente cultivados e atualmente em uso, bem como verificar o efeito dos fatores

ambientais na biodisponibilidade desse metal.
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2 METODOLOGIA
2.1 Local de Estudo

As amostras de solo oriundas de horticultura, foram coletadas no municipio de
Senador La Rocque-MA, onde séo cultivados couve, alface, dentre outras hortalicas, e possui
as seguintes coordenadas: area 1: Latitude S 5°26°46, 6836”, Longitude: W 47°16’14,
446927, area 2: Latitude S 5°26°50, 07732”, Longitude: W 47°16’16, 14432” e éarea 3:
Latitude S 5°26°48,67908”, Longitude: W 47°16°20,21952”. O municipio possui populacdo
estimada em 2019 de 14.293 habitantes, com area territorial de 738,548 km?, possui densidade

demografica de 14,55 hab/km?, segundo o censo demografico de 2019 do IBGE.
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Figura 1 - Locais de coleta de amostras de solo, em uma area de horticultura no municipio de

Senador La Rocque — MA.

As amostras dos solos investigados foram coletadas com trado de aco inoxidavel em
camada de solo nas profundidades de 0- 20 cm, tornando-se 5 pontos com 4 metros de
distancia entre eles totalizando 15 pontos amostrais (Figura 1). Ap6s as coletas, as amostras
de solo foram identificadas e acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para 0
laboratorio sob refrigeracdo. Para a estimativa da influéncia do tempo de uso dos solos em
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teores da espécie metélica investigada, utilizou-se o critério de coleta em trés &reas, area 1

(atualmente em uso), &rea 2 (dois anos sem cultivo) e area 3 (quatro anos sem cultivo).

2.2 Preparacdo das Amostras de Solo.

No laboratério de Quimica Ambiental as amostras foram transferidas para bandeja
plastica e secas em temperatura ambiente ao ar por 72 h. Apos a secagem, as amostras foram
descompactadas e trituradas em gral de porcelana, em seguida, fracionadas utilizando-se
peneiras de 2 mm. O material fracionado foi acondicionado em frasco de polietileno de cor
escura e submetido a refrigeracdo até o momento das analises. As amostras para
determinacdo do metal potencialmente toxico foram transferidas para capsulas de porcelana e
submetidas a secagem em estufa a 60° + 1 C, por 24 horas. A essa temperatura, 0s metais nao
sdo arrastados pelo vapor d’agua, podendo-se fazer outras determinagcfes, como, por exemplo,

teor de matéria orgéanica e carbono organico (LACERDA et al., 1990).

2.2.1 Determinacdo da concentracao de cadmio

Para a extracdo do metal, utilizou-se o método Mellich-1 (HCL 0,05 mol.L™
+H,S0, 0,0125.L ) (Mellich, 1953) Foram pesadas 5 g de cada amostra de solo em
erlenmeyer de 250 ml, e adicionadas 30 ml dessa solucdo, mistura foi posteriormente agitada
por 5 minutos a 220 rpm em agitador mecanico orbital. As analises foram feitas em triplicata.
em chama (FAAS), com corretor de fundo com lampada de deutério. Foram utilizadas
solucdes padrdo para a calibracdo do instrumento, as mesmas foram preparadas com base em

aliquotas de solucéo estoque de 1000 mg L .

2.3 Determinagéo de pH em H,0 e KCl e Determinacio do ApH.

As amostras dos solos secas ao ar, e passadas em peneira de 2 mm homogeneizadas
foram submetidas & analise de pH em 4gua e KCl 1 mol L™ e determinadas
potenciometricamente em suspensao, empregando 10,0 gramas de cada amostra, logo apos
foram acrescentados 25 mL de agua e solo: KCI 1 mol L-1 e solo (relagdo 1:2,5) e agitando-se
por 40 mim. Apos agitacdo a suspenséo foi deixada em repouso por 1h. Em seguida, feitas as
medicoes do pH nas amostras segundo Raij et al., (2001). A determinacdo do ApH foi obtida
pela equacgéo (01). Todas as analises foram feitas em triplicata.
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ApH = pHkel—pHH20  (Equagéo 01)
2.4 Predicao do Ponto de Carga Zero (PC2)

De posse dos dados de pH em KCI e em H,0, foi realizada a predi¢cdo do PCZ a partir
da equacéo (02) proposta por Uehara (1979).

PCZ = 2pHKCI - pHH,O Equacéo 02
2.5 Determinacéo da Capacidade de Troca Catidnica

Para a determinacdo dos cations totais trocaveis (CTC), foram pesados 2,50 g das
amostras, adicionando-se 25 mL da solugdo de acido acético 1,00 mol L™. Em seguida a
suspensdo foi agitada por 1 h em incubadora com agitacdo orbital shaker, sendo
posteriormente entdo determinado o pH tanto da solucdo de &cido acético quanto da suspensdo
contendo a amostra conforme o método utilizado por Cotta et al. (2006). As determinacdes
foram feitas em trés repeticBes. A quantificacdo da CTC das amostras foi feita de acordo com

a equacéo abaixo:
CTC (cmol c kg-1) = [pH1-pH2] x Kctc
Onde:

pH1= pH da suspensdo contendo a amostra; pH2 = pH da solucdo de é&cido

acetico; Kctc = Soma das cargas dos cations presentes na CTC do solo.
2.6 Determinacao da Percentagem de Matéria Organica

Em cadinho de porcelana previamente calcinado a 550° C e aferido. As amostras secas
e peneiradas a 2 mm foram submetidas a calcinacdo por 4 horas, em forno mufla a 550° C.
Decorrido o tempo de calcinacdo, o cadinho foi resfriado em dessecador. A percentagem de
matéria organica foi obtida por meio da diferenca entre o peso inicial da amostra e 0 peso
apos a calcinacdo (EMBRAPA, 2011). As analises foram feitas em triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo das Variaveis Fisico-Quimicas

Os dados apresentados na tabela 1, sdo referentes ao pH em agua (pH H,O) pH em
cloreto de potassio (pH KCI) Matéria Organica (M.O), Capacidade de Troca Catibnica
(C.T.C); Ponto de Carga Zero (PCZ), e variacdo entre pH da agua e KCI (ApH) dos solos
coletados em trés areas de uma horticultura na regido periurbana do Municipio de Senador La
Rocque- MA.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos pardmetros fisico-quimicos do solo das areas do municipio de
Senador La Rocque- MA.

pHHZO pHHKCL M.O CTC PCZz ApH

AREA1 49 2,03 6,8 0,5 -0,6 -0,2
AREA2 58 4,4 5 0,3 3 -0,5
AREA3 6,2 5,2 7,8 0,9 4,2 -0,9
A.N 6 52 5,6 0,2 4,4 -0,8

Area 1= atualmente cultivada; area 2= 2 anos sem cultivo, area 3= 4 anos sem cultivo. A. N= Area Natural;
pPHuo0= pH em agua; pHkc = pH em cloreto de potassio; M.O%= Matéria Organica; CTC= Capacidade de Troca
Catidnica (cmol ¢ dm-1); PCZ= Ponto de Carga Zero; ApH: Variagdo do pH.

Segundo a classificacdo proposta por Gastalho et al. (2009), solos com valores de pH
em agua entre 3,5 a 5,0 sdo considerados muito &cido, valores entre 5,0 a 6,5 confere ao solo
um carater &cido, valores entre 6,5 e 7,5 sdo classificados como neutros, entre 7,5 e 8,7
recebem a classificacdo de alcalinos e superior a 8,7 sdo considerados muito alcalinos,

De acordo com os dados da tabela 1, os valores de pH dos solos investigados, foram
de 4,9, para a area 1, caracterizada como muito acido, (area 2) 5,8, &cido, (area 3) 6,2 e (area
natural) 6, considerados acidos. As variaces de pH podem ser devidas ao uso frequente de
herbicidas e outros produtos quimicos como fertilizantes.

Os valores de pH encontrados nas areas investigadas proporcionam a disponibilidade,
a solubilidade e a possivel lixiviagdo dos metais potencialmente toxicos, tornando-0s
disponiveis em quantidades toxicas para as raizes dos vegetais (AWKUMMI et al., 2015).

Foi possivel observar que os valores de pH em KCI de todas as areas foram menores
gue pH em agua, com médias de (2,03) para a area 1, (4,4) para a area 2, (5,2) para a area 3 e
(5,2) para a area natural. Ebeling (2008), discorre que esses resultados sdo geralmente
atribuidos ao efeito da solucdo de KCI, que em contato com a amostra de solo, induz a troca
de cations devido a maior concentracdo de fons K*, liberando fons H* e AI** para a solucéo,
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aumentando assim sua acidez. A area natural, apresentou uma média tanto de pH em H,O
quanto KCI com caracteristicas que correspondem a uma &rea de solo antropizado, sendo
classificada de carater acido. Essa acidez no solo em areas naturais pode ocorrer devido ao
material de origem de determinado solo (GASTALHO et al., 2009).

Segundo Leite (2004), a matéria organica do solo apresenta maiores concentracdes nas
camadas superficiais e diminui com o aumento da profundidade. E importante ressaltar que
todas as amostras de solo do presente estudo, foram coletadas na profundidade de 0-20 cm.
De acordo com Alcantara e Pierangeli (2011), valores de matéria organica acima de 10 %,
indicam predominancia de compostos organicos, e abaixo de 10 %, de compostos inorganicos
Ou minerais.

A tabela 1 mostra valores de matéria organica nas areas correspondentes bem abaixo
dos valores de referéncia que se espera encontrar nas camadas superficiais. Esses teores de
M.O demonstram o predominio de compostos inorganicos, tendo maior valor médio na area 3
correspondendo a 7,8 %, as areas 1 e 2 apresentaram médias de 6,8 % e 5% respectivamente.
Em contrapartida, onde se esperava encontrar maior teor de matéria organica, a area natural,
obteve-se a média 5,6 % quando comparado com as demais areas (predominio de material
Inorganico).

Essa discrepancia no valor de M.O na érea natural em relacdo as demais,
provavelmente estd associada a adubacéo organica realizadas nessas areas de cultivo. Muitas
vezes no cultivo de hortalicas, ocorre a aplicacdo frequente de adubos e fertilizantes, que tem
a funcdo de fornecer os principais nutrientes necessarios para o desenvolvimento da planta.

Os dados da tabela para os valores de CTC apresentam valores médios de (0,5) para a
area 1, (0,3) para a area 2, (0,9) para a area 3, e (0,2) para a area natural. A CTC representa a
graduacdo da capacidade de liberacdo de ions e/ou de varios nutrientes. Solos que apresentam
uma CTC menor que 5 cmolc/dm3 sdo classificados solos com baixo indice de CTC. Verifica-
se, portanto, que os valores da CTC para todas as areas estdo abaixo do estabelecido por
(COTTA, 2006). A baixa capacidade de adsorcdo de cations das areas pode ser um fator que
contribui para 0 aumento da mobilidade dos metais na fase liquida do solo.

PCZ é um ponto de referéncia para se avaliar o sinal da carga liquida da superficie, no
pH atual do solo, ou seja, se ela esta carregada positivamente (pH < PCZ), ou negativamente
(pH > PCZ) (UEHARA & GILLMAN, 1980). De acordo com os valores de PCZ
demonstrados na tabela, foi possivel observar médias discrepantes entre as areas, onde
obteve-se um valor de (-0,6) para a area 1, (3) para a area 2, (4,2) para a area 3, e (4,4) para a

area natural, corroborando com os resultados de M.O e pH.
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Segundo a EMBRAPA (2017), valores de PCZ de solos inferiores aos valores de
pH20 proporcionam a formacgédo de cargas negativas nas superficies das particulas dos solos
apresentando entdo, capacidade de troca catibnica (EMBRAPA, 2017). Em todas as areas
investigadas, os valores de PCZ foram inferiores aos de pHu20 do solo, sendo assim, o solo
apresentou balango de cargas negativas. Fernandes et al. (2008), mencionam que neste caso a
capacidade de troca catiénica (CTC) do solo superou a capacidade de troca anionica (CTA)
em condigdes de pH natural.

Valor negativo ou positivo de ApH ¢ indicativo de predominancia de cargas liquidas
negativas ou positivas nos coloides, respectivamente. De acordo com Uehara & Gilman
(1980), em relacdo aos valores de APH, observou-se, valores negativos sendo -0,2 para a area
1, média de -0,5 para a area 2, e nas areas 3 e 4, -0,9 e -0,8 respectivamente. Constatou-se
entdo que todas as areas dos solos investigados apresentaram cargas liquidas negativas.
Assim, quando ApH ¢ negativo ha predominancia de cargas negativas, e nesses casos o solo

retém mais cations do que anions.

3.2 Biodisponibilidade de cAdmio no solo

Diversos trabalhos tém demonstrado que 0 uso intensivo de residuos organicos na
agricultura pode ocasionar o0 aumento da biodisponibilidade de metais no solo, e
consequentemente, acarretar na sua translocacdo para as plantas (ROVEDA et al., 2014;
SILVA, 2019). De acordo com a CETESB, o valor de prevencdo para o metal cddmio e 1,3
(mg kg™).

Tabela 2 - Caracterizacdo da concentracdo inicial de Cd biodisponivel dos solos das areas
estudadas (mg kg™).

C. 1 NATURAL AREA1 AREA2 AREA3

Anélise | 9,60x10°  2,90352  2,7342  2,66832
Anélise 1 9,1x10°  2,5986  2,1882  2,78628
Anélise 111 1,19x10* 2551604 2,40588  2,71584
MEDIA 1,02x10"  2,67272 2,44276 272348

C.I= Concentracdo inicial, &rea 1= atualmente cultivada; area 2= dois anos sem cultivo, area 3= quatro

anos sem cultivo, A.N= Area natural.

Na Tabela 2, encontram-se 0s valores da concentragéo inicial biodisponivel inicial de
cadmio em cada area de estudo. Como se pode observar, a area natural, como se espera,

apresentou concentragdes muito baixas do metal. Isso se deve ao fato de que, o cddmio é
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encontrado naturalmente em baixas concentragdes nos solos pelo desgaste da rocha de
origem, sendo as rochas sedimentares as que apresentam o maior teor deste metal (RIBEIRO,
2013).

As demais éareas (atualmente cultivada e com intervalo de tempo de cultivo),
apresentaram valores elevados de cadmio quando comparados & area natural. E importante
ressaltar que nessas areas, ha tanto a adi¢do de adubo orgéanico, como também de fertilizantes.
De acordo com McBride (2003), o esterco animal utilizado em praticas de adubacdo, e até
mesmo fertilizantes minerais, quando aplicados sucessivamente no solo, podem contamina-lo
com metais pesados.

Varios trabalhos apontam que as préticas de cultivos intensivos, realizadas em
sequéncia ou intercalados por curtos periodos, e uso desenfreado de agroquimicos, levam ao
acumulo de elementos e/ou de compostos toxicos a niveis indesejaveis nos solos agricolas,
causando a degradacdo quimica do solo e por consequéncia contribuindo para a contaminacao
dos corpos d’agua, do solo e das espécies produzidas (CHEN et al., 2015).

Relacionando a variavel fisico-quimica matéria organica e concentracdo inicial de
cadmio, pode-se observar que dentre todas as areas analisadas, a area 3 obteve a maior média
de M.O, como também a maior concentracdo inicial de cadmio, sendo esta interacdo
explicada pela capacidade complexante da MO, que pode afetar a solubilidade, a
biodisponibilidade e a mobilidade dos metais, retendo-os e diminuindo assim a mobilidade do
poluente.

Xiaorong et al. (2007), em seu estudo, observaram que solos intensamente cultivados e
afetados pelas praticas de fertilizacdo mineral, apresentam teores mais elevados de metais
pesados nos horizontes superficiais, resultados que corroboram com o presente estudo, onde
todos as coletas de solo foram realizadas em profundidades de 0-20 cm considerada camada

superficial.
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4 CONCLUSAO

Observou-se elevadas concentracdes de cadmio biodisponivel nos solos investigados
guando comparadas a area natural, fato que provavelmente pode ter sido um dos fatores que
ocasionaram as alteracGes nas propriedades quimicas e fisicas do solo devido a intensa
atividade antrdpica no local. Esse comportamento pode ter ocorrido possivelmente pela
aplicacdo de agrotoxicos para o controle de pragas, fertilizantes e adubacdo organica para
suprir a demanda nutricional das plantas.

O solo apresentou caracteristicas de pH &cido e muito &cido, fato que contribui na
mobilidade do metal. Observou-se também o predominio de matérias inorganicas, que exerce
influéncia na retencdo de metais pesados no solo. Apresentou baixa capacidade de troca
catidnica, balanco de cargas negativas, 0 que propicia a adsorcao de cations.

O estudo das variaveis fisico-quimicas é importante para avaliar a contaminacao de
metais no solo, pois possuem relagdo com a mobilidade dos mesmos. Embora o presente
estudo demostre a relacdo entre a existéncia de cadmio e a qualidade dos atributos fisico-
quimicos do solo, estes ndo podem ser considerados os unicos fatores de alteracdo dessas
caracteristicas. Assim, € necessario que haja mais estudos a respeito de outras causas que

contribuem para essas mudangas.
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CAPITULO 1l

POTENCIAL BIORREMEDIADOR DA BACTERIA Pseudomonas fluorecens EM
SOLOS CONTAMINADOS POR CADMIO

RESUMO

A biorremediacgdo consiste na utilizacdo de metabolismo de microrganismos vivos ou Seus
componentes para eliminacdo ou reducdo, a niveis aceitaveis, de poluentes presentes no
ambiente. Este processo tem sido intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade
cientifica como uma alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, como
aguas superficiais, solos e residuos industriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de remocao e biossorcdo de cadmio por isolados de Rizobacterias: (Pseudomonas
fluorescens) no solo investigado, avaliar o efeito do tempo na biorremediacdo, bem como
incentivar o desenvolvimento socioeconémico sem prejudicar a sustentabilidade dos recursos
naturais através da biorremediacdo. O trabalho foi conduzido no laboratério de quimica
ambiental da Uemasul, no delineamento em blocos casualizados (DBC) com trés repeticOes e
esquema fatorial 6x3: constituido de 6 periodos de tempo (0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias) e areas (I,
I1, 111), resultando em 54 unidades experimentais. Decorrido a fase experimental, foi realizada
a extracdo da espécie investigada, determinada por Espectrometria de Absor¢do Atémica com
Chama (FAAS), e posteriormente feitos os célculos da taxa de remocdo e capacidade de
biossor¢do. As médias observadas foram submetidas a analise de variancia em fatorial. Os
dados foram analisados pelo Programa SISVAR®, utilizando-se o teste de t de student a 5%
de probabilidade (LSD) para comparacdo de médias obtidas. Dentre as areas investigadas, as
areas 1 e 2 obtiveram a maior diminuicdo das concentracbes de cadmio pela bactéria
Pseudomonas fluorescens, quando comparadas a area 3 durantes o periodo de 21 dias. A érea
1 obteve uma taxa de remo¢do maxima de 61,3% de cadmio com um tempo de equilibrio de
21 dias. Na area 2 a taxa de remocao foi de 65,52% com 15 dias e a area 3 teve a menor taxa
de remocao com um valor maximo de 27,42% de remocao aos 21 dias. A espécie da bactéria
utilizada no estudo P. fluorescens possui potencial biorremediador para o cadmio, e pode ser
utilizada em técnicas de processos de biorremediacdo, levando em considera¢do que quanto

maior o tempo de exposi¢do ao metal, maior a capacidade de biossor¢éo do poluente.

Palavras-chave: Solo, biorremediacao, biossor¢do, cadmio, Pseudomonas fluorescens.
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ABSTRACT

Bioremediation consists of using the metabolism of live microorganisms or their components
to eliminate or reduce, to acceptable levels, pollutants present in the environment. This
process has been intensively researched and recommended by the scientific community as a
viable alternative for the treatment of contaminated environments, such as surface water, soils
and industrial waste. The objective of this work was to evaluate the capacity of cadmium
removal and biosorption by Rizobacterias: (Pseudomonas fluorescens) isolates in the
investigated soil, to evaluate the effect over time on the bioremediation of the studied soils, as
well as to encourage socioeconomic development without harming the sustainability of the
resources through bioremediation. The work was carried out in the environmental chemistry
laboratory of UEMASUL, in a randomized block design (DBC) with three replications and a
6x3 factorial scheme consisting of 6 time periods (0, 2, 5, 10, 15 and 21 days) and areas (1, 2,
3), resulting in 54 experimental units. After the experimental phase, the extraction of the
investigated species was carried out, determined by Flame Atomic Absorption Spectrometry
(FAAS), after which the removal rate and biosorption capacity were calculated, the observed
averages were submitted to factorial analysis of variance. Data were analyzed using the
SISVAR® Program, using the Student's t test at 5% probability (LSD) to compare the
obtained means. Among the investigated areas, areas 1 and 2 had the greatest decrease in
cadmium concentrations by the bacterium Pseudomonas fluorescens, when compared to area
3 during the 21-day period. Area 1 achieved a maximum removal rate of 61.3% of cadmium
with an equilibrium time of 21 days. In area 2 the removal rate was 65.52% at 15 days and
area 3 had the lowest removal rate with a maximum value of 27.42% removal at 21 days. The
bacterium species used in the P. fluorescens study has bioremediator potential for cadmium,
and can be used in bioremediation process techniques, taking into account that the longer the

exposure time to the metal, the greater the biosorption capacity of the pollutant.

Keywords: Soil, biorremediation, biosorption, cadmiun, Pseudomonas fluorescens.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo produtos utilizados na agricultura para o controle de insetos,
microrganismos e plantas daninhas, visando o aumento da produtividade e garantia da
producdo de alimentos para a humanidade. Contudo, é necessario considerar os riscos desses
compostos quimicos para o ambiente (ARAUJO, 2002). Esses produtos tém sido amplamente
utilizados na agricultura, no entanto, mesmo com sua vasta aplicacdo, representam ameaca
para a saude humana e para o meio ambiente. Entre os diversos impactos negativos pode-se
citar os riscos a salde das plantas, a diminuicdo da diversidade biolgica em ecossistemas
agricolas e naturais, além do aumento da resisténcia de pragas agricolas (MORAES, 2019).

Os metais cadmio, chumbo, arsénio e cromo mesmo distribuidos no ambiente em
concentragdes muito baixas, tornam-se contaminantes pela sua grande toxicidade, pois podem
acumular no solo e ocasionalmente entrarem na cadeia alimentar humana, o que gera
acumulacdo desses metais no corpo (ZHAO et al., 2021; HOU et al., 2017; ADEDEJI et al.,
2020). Dentre os metais mais comumente encontrados em casos de contaminacdo de solo e
gue apresentam sérios riscos a saude humana e ao ambiente destacam-se o cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobalto (Co), cobre (Cu), mercurio (Hg), niquel (Ni) e zinco (Zn).

O poder contaminante desses elementos pode ser caracterizado pelo potencial de
caminhamento no solo e sua mobilidade pode ser acelerada em condi¢Ges de campo pelo
fluxo na solucdo do solo (ACHIBA et al., 2009). A contaminacdo por esses metais
decorrentes da acdo antropogénica, propicia um teor elevado de toxicidade e o acumulo
desses elementos na camada superficial do solo, comprometendo a microbiota natural
responsavel pela ciclagem de nutrientes (FRANCO et al, 2004).

Os métodos convencionais para remover 0s metais toxicos do ambiente incluem
precipitacdo, floculacdo e membranas filtrantes. Todavia, sdo processos que implicam maiores
gastos. Assim, novas tecnologias tém sido desenvolvidas objetivando a reducdo ou a
recuperacdo de ambientes contaminados por metais toxicos, como por exemplo a
biorremediacdo feita por intermédio de microrganismos, como bactérias (HALTTUNEN et
al., 2007). A busca por alternativas que promovem a remediacdo e descontaminacdo do
ambiente tem se tornado cada vez mais frequente nos dltimos anos, objetivando a melhoria
dos ecossistemas (GERHARDT et al., 2009).

Uma alternativa para minimizar os transtornos ocasionados pela utilizacdo em larga
escala de pesticidas é a biorremediagdo, que utiliza o metabolismo de microrganismos para

eliminacdo ou reducéo, a niveis aceitaveis, de poluentes presentes no ambiente (POLONIO et
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al., 2014). Este processo tem sido intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade
cientifica como uma alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, como
aguas superficiais, solos e residuos industriais (GAYLARDE et al., 2005).

As principais vantagens desta técnica, se comparada a outras técnicas de remediacao
estdo associadas a sua eficiéncia em meios homogéneos e de textura arenosa, o baixo custo, 0
uso de equipamentos de facil obtengdo, instalacdo e operacdo, além de que pode ser
combinada com outras técnicas, acelerando o processo de descontaminacdo (ANDRADE et
al., 2010; SILVA et al., 2014).

O mecanismo de biorremediacdo para metais pesados é baseado em microrganismos
ativamente metabolizadores. O sistema metabolico que se tem mostrado mais eficiente para
biodegradar contaminantes € o microbiano, uma vez que 0s microrganismos desempenham a
tarefa de reciclar a maior parte das moléculas da biosfera, participando ativamente dos
principais ciclos biogeoquimicos e, representando, portanto, o suporte de manutencao da vida
na Terra (GAYLARDE et al., 2005).

A degradacdo de substancias xenobioticas por microrganismos presentes no solo
depende da presenca de enzimas que realizam metabolismo para seu crescimento, assim
conseguem remediar 0s compostos quimicos, reduzir as concentracdes presentes no ambiente
ou torna-los menos toxicos (COLLA et al., 2008).

Existe uma diversidade de microrganismos viaveis a serem aplicados em processos de
biorremediacdo, dentre eles destacam-se as bactérias, em decorréncia da sua maior velocidade
de crescimento em comparagdo a de fungos e leveduras, quando em condicGes favoraveis
(OLIVEIRA et al., 2008). Microrganismos isolados de ambientes contaminados com metais
apresentam estratégias para sobreviver e combater ao estresse através de diferentes
mecanismos como, por exemplo, sistema de proteinas de efluxo, que retiram o excesso de
metal das células (ABBAS et al., 2018).

As bactérias tém sido bastante utilizadas neste procedimento, pois adaptam-se e
crescem em temperaturas negativas, assim como em calor extremo, no deserto, na agua, com
excesso de oxigénio e em condi¢cdes anaerdbicas ou na presenca de componentes perigosos.
Os principais requisitos sdo uma fonte de energia e uma fonte de carbono. Devido a
adaptabilidade dos microrganismos e outros sistemas bioldgicos, estes podem ser usados para
degradar ou remediar ambientes contaminados (VIDALI, 2001).

E necessario que as condicdes do meio sejam as ideais para 0s processos ocorrerem,

pois, as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do meio externo estdo estritamente
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relacionadas. Se essas caracteristicas ndo condizem com as necessidades metabdlicas do
microrganismo, a biodegradag&o ndo ocorrerd. (GAYLARDE et al., 2005

Os microrganismos como bactérias dos géneros Nocardia e Pseudomonas ou fungos
filamentosos, como Aspergillus fumigatus e Rhizopus stolonifer tém sido utilizados na
degradagdo de pesticidas em solos ou efluentes. Logo, estas espécies possuem potencial
remediador reconhecido e podem ser adicionadas ao local poluido. (PEREIRA; FREITAS,
2012). As bactérias podem desintoxicar metais pesados de diferentes modos. Muitas bactérias
adsorvem metais pesados na sua parede celular ou ligam ions metalicos a proteinas (SINHA,
2009).

A biossor¢do pode ser definida como a remogdo de compostos metélicos de uma
solucdo por meio de um material biologico (biossorvente), que pode ocorrer tanto em
biomassa viva com células ativas, quantos biomassa morta. Ha diversos mecanismos por meio
em que os metais podem ser removidos de uma solucéo e incorporados a superficie de um
biossorvente. Esses mecanismos se devem principalmente a quimica complexa das superficies
dos diversos biossorventes. Na adsor¢cdo ocorre a captura de metais por meio da associacao
extracelular passiva com a exposicao a superficies de biomassa (CALFA; TOREM, 2007).

Dentre os materiais biossorventes, se destacam a utilizacdo de microrganismos como
bactérias (PALLU, 2006). Na literatura, existem alguns trabalhos com utilizacdo de bactérias
com alta capacidade de remocéo, realizada através da adsorcédo (ligagdo fraca entre metal e a
face externa da biomassa bacteriana) e incorporacdo do metal na célula bacteriana

(bioacumulacdo) conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 2 - llustracdo dos dois principais mecanismos de remocdo de metais pesado, a
bioacumulacéo e a adsorgéo na superficie celular. Fonte: Yang, Chen e Wang (2015).
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Em experimentos de isotermas de biossorcdo, a biomassa bacteriana é submetida a
solugBes com concentragdes conhecidas de metais pesados e, apds determinado tempo de
incubacdo avalia-se a quantidade de metais que foram removidos da solucéo, processo que
pode ser tanto por adsor¢do com a utilizacdo de células vivas e mortas, como por
bioacumulacdo (células vivas). A biossor¢do € um processo que depende de fatores como
concentracdo do ion e do biossorvente na solucdo, tipo de metal e de material biossorvente,
tempo de biossorcdo, pH, volume, presenca de outras substancias e outros ligantes,
(FERREIRA et al., 2007).

Atualmente h& varios estudos de biossorcdo que utilizam espectrofotometria de
absorcdo atomica na deteccdo da quantidade de metal residual na solugdo (IQBAL,
SCHIEWERB; CAMERON, 2009). A quantidade de metal biossorvido € obtida por meio da
diferenca entre a concentracdo de metal contido na solucdo antes do contato com o
biossorvente e apds o contato (PALLU, 2006).

Alguns microrganismos possuem capacidade para serem empregados na conversdo de
substancias tdxicas para compostos menos nocivos, como também podem contribuir para
auxiliar na remoc¢do dos mesmos de um determinado local, a base de um processo conhecido
como biorremediacdo. Logo, esse mecanismo corresponde a utilizacdo de agentes bioldgicos
que sdo responsaveis pela transformacdo ou remoc¢do de residuos toxicos responsaveis pela
contaminacdo do ambiente em questdo inseridos. As rizobactérias sdo microrganismos, que
atuam como fixadores simbioticos primarios de nitrogénio. Essas bactérias podem infectar
raizes de plantas leguminosas, formando nodulos onde ocorre a fixacdo do nitrogénio (AL-
MUJAHIBY et al., 2013, CAWENBERGHE et al., 2015).

Por ser um processo que depende da acdo de diversas enzimas, a maioria dos
microrganismos presentes no solo ndo conseguem degradar esses xenobioticos, devido a isso,
existe a necessidade de se inocular microrganismos isolados e selecionados, que apresentem
as caracteristicas necessarias as condi¢cdes do ambiente (JACQUES et al., 2007).

O género Pseudomonas tem sido referenciado de forma ampla como bactérias que
apresentam tolerdncia a concentragdes de metais pesados (MORAGA et al., 2003;
ECHAVEZ, LEAL, 2018). As Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus, e Enterobacter, séo um dos
principais géneros bacterianos que tem sido apontados com capacidade de resisténcia e
bioacumulacdo de Cd (KAMRAN et al., 2015; AHMAD et al., 2016; ABBAS et al., 2014).

A espécie Pseudomonas fluorescens tem mostrado a capacidade de degradar
compostos xenobioticos além de mobilizar de ions metalicos, em decorréncia de sua

diversidade metabolica e capacidade de se adaptar a diversos ambientes, tornando-a um
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potencial agente biorremediador além de possuir tolerdncia a concentracfes de metais
pesados, como o Pb, Cu e Zn (ECHAVEZ; LEAL, 2018). Esses microrganismos podem atuar
diretamente sobre os residuos, assim, utilizando-os como fonte de alimento e para seu
metabolismo, além de produzirem enzimas e metabolitos secundarios, que degradam estes
compostos residuais. (TROGL et al., 2012).

Os métodos convencionais para remover os metais tdxicos do ambiente incluem
precipitacdo, floculacdo e membranas filtrantes. Todavia, sdo processos que implicam maiores
gastos. Sendo assim, surgiram novas tecnologias que tém sido desenvolvidas objetivando a
reducdo ou a recuperacao de ambientes contaminados por metais toxicos, como por exemplo a
biorremediagdo feita por intermédio de microrganismos, como bactérias. Nesse processo
inclui a degradacao do poluente por reacdes bioquimicas (HALTTUNEN et al., 2007).

As bactérias tém habilidade de fazer ligacdes com metais e sdo capazes ndo somente
de tolerar concentracBes de metais, mas também a desintoxicacdo de ambientes contaminados.
Em elevadas concentracGes de metais toxicos, a propriedade de crescimento bacteriano pode
se mostrar uma alternativa para tratamento desses poluentes no meio ambiente (BRAVO,
2018). A procura por novas tecnologias economicamente vidveis para a remocao de metais
toxicos do ambiente direciona-se para processos de biorremediagdo por microrganismos,
devido ao grande potencial como agentes de biossorgéo, imobilizacdo e transformacdo dos
metais (GAUTAM et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de remocdo de cadmio por
isolados de rizobacterias: Pseudomonas. fluorescens no solo investigado e capacidade de
biossorcdo, bem como avaliar o efeito no tempo na biorremediagdo dos solos estudados,
incentivar o desenvolvimento socioecondmico sem prejudicar a sustentabilidade dos recursos
naturais através da biorremediacdo. As hipdteses testadas para este capitulo foram: 1)
Bactérias Pseudomonas fluorecens sdo eficientes no processo de remediacdo de solos
contaminados por cadmio; 2) Solos atualmente cultivados e solos anteriormente cultivados,
porém, ndo estdo mais em uso, respondem de maneira diferente a acdo das bactérias no

processo de biorremediacéao.
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2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

Para o experimento, foi utilizado o delineamento em blocos casualizados (DBC)
em fatorial 6x3, constituido de 6 periodos de tempo (0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias) e 3 areas (area
1= atualmente cultivada, area 2= dois anos sem cultivo, e &rea 3= quatro anos sem cultivo),
localizadas no municipio de Senador La Rocque- MA, em uma &rea de horticultura (Figura 1)
que possuem as seguintes coordenadas: area 1, Latitude S 5°26°46,6836”, Longitude: W
47°16°14,44692”, area 2, Latitude S 5°26°50,07732°°, Longitude W 47°16°16,14432”, ¢ area
3, Longitude: S 5°26°48,67908 W 47°16°20,21952. Com 3 repeti¢bes, resultando em 54

unidades amostrais.

2.2 Processo de Ativacao das Bactérias

Os microrganismos a serem adicionados ao solo da horticultura contaminado com
metais potencialmente toxicos sdo os isolados de rizobactérias: P. fluorescens pertencentes a
colecdo de microrganismos multifuncionais da Micoteca Gilson Soares da Silva da
Universidade Estadual do Maranh&o.

As bactérias foram cultivadas em meio Kado 523 (KADO; HESKETT, 1970), com
10g de sacarose, 8g de caseina acida hidrolisada, 4g de extrato de levedura, 2g de K;HPQy,
0,3 g de MgSQ,, 15 gramas de agar, e 1000 mL de agua destilada, e mantidas em camaras
tipo B.O.D para crescimento por 48h, a aproximadamente 28°, e fotoperiodo de 12 horas, em
sequida, foram preparadas suspencdes bacterianas do isolado, e as concentracdes ajustadas
para 10° UFC mL™', em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540nm e

absorbancia de 0.5.

2.3 Experimento de Biorremediacéo

Para avaliacdo do potencial de biodegradacdo das bactérias foi implantado um
experimento onde foram pesadas 3 amostras com 100g de solo (area 1, area 2, area 3), em
recipiente de vidro, em seguida o solo foi autoclavado, para garantir sua total esterilizacéo.
Em cada amostra do solo autoclavado foram adicionados 10 mL da solucdo da bactéria. Para
controle do experimento foi utilizada mais uma amostra com 100 g de solo natural.

Todos os ensaios foram realizados em escala de bancada. Com o intuito de avaliar as

concentracgdes e o potencial de biodegradacdo dos metais no decorrer do experimento, no qual
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foram realizadas seis coletas para avaliagdo das concentracdes de metais, no tempo zero, apos
o0 periodo de 2, 5, 10, 15 e 21 dias.

2.4 Extracdo de metais no solo

Ap0s o tempo previsto para cada condicdo ensaiada, foram pesadas 10 gramas de solo,
de cada area, e realizada lavagens com 40 mL de solucdo tampéo fosfato de sodio (8 mM de
Na,HPO,4.12H,0; 1,9 mM de NaH,P0,.2H,0; 8 gramas de NaCl; pH 7,3), por duas vezes e
filtradas em papel filtro quantitativo (Whatman 44), de modo a separar a biomassa, conforme
Moreira et al. (1993) e Pot et al. (1993). Apds a filtragem, a biomassa foi seca ao ar por 24
horas, descompactada e colocada em frascos de plastico, apds foram refrigeradas para
posterior determinacdo da espécie metalica investigada.

Para a extracdo do metal, utilizou-se o método Mellich™ (HCL 0,05 mol L™ +H,S0, 0,
0125 L") (Mehlich, 1953). Foram pesadas 3 g de biomassa bacteriana em erlenmeyer de 250
mL, e adicionadas 30 mL dessa solugcdo, mistura foi posteriormente agitada por 5 minutos a

220 rpm em agitador mecanico orbital. As analises foram feitas em triplicata.

2.5 Determinacéo dos Metais Potencialmente Téxicos (Cd®")

As determinagdes das concentragfes do metal foram feitas por espectrometria de
absorcdo atbmica em chama (FAAS), com corretor de fundo com lampada de deutério. Foram
utilizadas soluc6es padréo para a calibracdo do instrumento, as mesmas foram preparadas com
base em aliquotas de solucio estoque de 1000 mg L™. A partir desta determinacéo, foram
calculados a taxa de remocdo de metal do meio de cultura (mg L™) e o teor do metal na
biomassa (mg g™).

A biomassa retida na membrana foi quantificada pela técnica de peso seco. Com 0s
dados obtidos, pode-se calcular o valor de “q”, ou seja, a quantidade de metal adsorvido por
grama de biomassa, através da equacdo 1 (MOREIRA, 2007; CALFA; TOREM, 2004).

Assim, foi possivel comparar a remoc¢do do metal em relagdo ao percentual e a remogdo em

mg/g.
q = (Ci-Cf)

Onde: g — Quantidade de metal adsorvido por grama de biomassa (mg/g);
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Ci — Concentracao inicial de metal (mg/L);
Cf — Concentracéo final de metal (mg/L);

A taxa de remocao foi obtida pelo célculo da equacgéo abaixo:

(C;i —Cf

OGE =
TG

|*100

Ci. concentracdo inicial de ions metalicos
Cs: concentracdo final de ions metalicos

2.6 Destino do material contaminado

O material contaminado foi estocado em um recipiente de vidro com tampa e
submetido a autoclave por 18 minutos, para sua devida esterilizacdo. Em seguida o recipiente

foi encaminhado para um descarte apropriado.

2.7 Andlise Estatistica

A relacdo entre as areas e tempo, bem como os valores taxa de remocdo e capacidade
de biossorcdo de caddmio foram submetidos a analise de variancia em fatorial. Os dados foram
analisados pelo Programa SISVAR® (FERREIRA, 2019), utilizando-se o teste de t de student

(LSD) para comparacdo de médias obtidas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A bioacumulacdo foi estudada pela avaliagdo da taxa de remocdo do fon Cd* e da
capacidade de biossorcdo deste ion metalico pelas células de Pseudomonas fluorecens. Nos
experimentos realizados, foram testados os efeitos dos fatores: dias (tempo de residéncia da
Pseudomonas fluorecens), areas (contaminadas com cddmio) e sua interacdo sobre a taxa de
remocao apresentados na tabela 3.

Todos os fatores individualmente (Tabela 3) tiveram efeito significativo sobre a taxa
de remocdo de cadmio (Prob.>F=0,0000) para areas e (Prob.>F=0,0031) para os dias. A
interacdo Dias*Areas nio foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Tabela 3 - Anélise de variancia para médias da taxa de remocéo de Cd** por Pseudomonas
fluorecens em diferentes dias.

Fontes de GL QM Prob. >F
Variagéo

Bloco 2 0,0181 0,0369
Areas 2 0,5920 0,0000
Dias 5 0,2220 0,0031

Dias*Area 10 0,0105 0,0516

Residuo 34 0,0049
Total 53
Média Geral: 0,4441 CV (%): 15,90

A avaliacdo da biossorcdo de Cd** pelos isolados Pseudomonas fluorescens foram
feitas ap6s 0, 2, 5, 10, 15, 21 dias de contato com solo contendo Cd*" As concentragdes de
Cd?* na solugdo foram determinadas por espectroscopia de absorcdo atdmica com chama e os
resultados obtidos foram comparados com a concentracdo inicial, para célculo da taxa de
remocdo e da capacidade de biossorcao de Cd®* da estirpe estudada.

Foram testados os efeitos dos fatores: Dias (tempo de residéncia da Pseudomonas
fluorecens), areas (contaminadas com cadmio) e sua interacdo sobre a biossor¢cdo de cadmio.
Todos os fatores individualmente (Tabela 4) tiveram efeito significativo sobre a biossor¢édo
(Prob. >F=0,0000) para areas e (Prob. >F=0,0207) para os dias. A interacdo Dias*Areas ndo

foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 4 - Analise de variancia para médias de biossorcdo de cadmio (mg g™) por
Pseudomonas fluorescens em diferentes dias.

Fontes de GL QM Prob. >F
Variacéo

Bloco 2 0,5220 0,0003
Areas 2 3,4130 0,0000
Dias 5 0,1517 0,0207

Dias*Area 10 0,0756 0,1668

Residuo 34 0,0489
Total 53
Média Geral: 1,1477 CV (%): 19,28

Utilizando-se da biomassa Pseudomonas fluorescens, obteve-se uma taxa de remocéo
maxima de 61,3% de cadmio na area | com um tempo de equilibrio de 21 dias. Na area Il a
taxa de remocédo (R%) foi de 65,52% com 15 dias e a area Il teve a menor taxa de remogao
com um valor maximo de R% = 27,42% de remocdo aos 21 dias. Pelos resultados obtidos,
verifica-se que a P. fluorescens possui um comportamento de adsorcao lenta.

Souza et al. (2008), em estudo comparativo concluiram que a biomassa de S.
subterranea SPC 1431 foi inferior a esse trabalho quando comparado a area | em relacéo a
biossorc&o de cadmio (q = 6,75 mg g™; R% = 42,26).

Segundo Alhasawi et al. (2015), a espécie P. fluorescens possui habilidade de
sobreviver em ambientes compostos por diversos metais, exibindo mudanca metabdlica
que garante a sobrevivéncia e 0 sequestro de metais. Em termos de percentagem de

remocao verifica-se que esta aumenta a medida que o tempo aumenta (Figura 3).
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Figura 3 - Taxa de remogdo (R%) de Cd?* por células vivas de Pseudomonas fluorescens, nos
tempos 0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias.

Na Figura 4 estdo representadas a influéncia do tempo de contato na biossorcdo de
fons Cd** pela biomassa da Pseudomonas fluorescens em relacéo & capacidade e eficiéncia de
biossorcdo. Os valores de g, isto é, massa (mg) de metal removido por massa (g) de micro-
organismos, foram plotados na figura 7. Os resultados demonstraram que a melhor capacidade
de biossorcdo, aproximadamente de 1,65 mg g™ foi encontrada no tempo de contato de 21
dias.

Pallu (2006), em trabalho realizado com biomassa micelial (viva e morta) de
Aspergillus sp. para a remocdo de cadmio, demonstrou que as funcgdes fisioldgicas da
biomassa ndo interferem de modo significativo no processo de biossor¢do. O autor sugere que
o fendmeno estaria mais associado a mecanismos abrangendo a parede celular (adsorcao) do
que a transporte ativo envolvendo a membrana ou o metabolismo da célula.

Em relacdo ao tempo de residéncia, os melhores resultados foram na area | em 21 dias
(> 200% de biossor¢do) a mais que a area Il no tempo zero. Estes resultados indicam que 24
h é pouco para biossorcdo de cadmio pelo emprego de P. fluorescens. Se por um lado, o
tempo é um dos parametros de maior significancia na biossorcdo de metais, por outro,
dependendo da concentragdo do metal e do biossorvente, pode interferir negativamente no
fendmeno por causar a saturacdo da biomassa.

O cadmio muitas vezes também pode causar danos irreversiveis as células bacterianas,
pois se liga a proteinas respiratdrias produzindo oxigénio reativo, podendo assim reduzir a

taxa de crescimento, diminuir a densidade celular e, at¢ mesmo, levar a morte (LEE et al.,
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2001). Provavelmente, uma biossor¢do mais eficiente desse metal pela bactéria, pode ter sido

comprometida por esta raz&o.
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Figura 4 - Comportamento da biossorcdo na remocdo de Cd?* por células vivas de
Pseudomonas fluorescens, nos tempos 0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias. (Valor de g: mg do metal por
g de biomassa).

O tempo de contato € uma varidvel muito importante no método de biossor¢éo, pois, a
cinética de biossorcdo fornece dados sobre as taxas em que os adsorvatos sdo biossorvidos
pelos biossorventes (DADVAR et al., 2013). Os dados da Tabela 5 apontam que no tempo de
contato inicial de (0 dias) a capacidade biossortiva foi baixa, porém, com o aumento para (2
dias) de contato a capacidade de biossorcdo aumentou aproximadamente 0,26 mg g, 0,11 mg
g™, 0,23 mg g™ nas éreas I, 11, 111, respectivamente.

Dados divergentes do estudo de Mddenes e colaboradores, (2013) que pesquisaram a
remocao de ions Cd (I1), Cu (II) e Zn (1) em biomassa de macrofita Eicchornia crassipes. O
estudo cinético apontou que com 15 minutos de contato ocorreu sorcdo de 50% da espécie
metélica e em 45 minutos de contato foi atingido o equilibrio de sor¢do para o ion Cd (1), 1
hora para o fon Cu (I1) e duas horas para o Zn (11) nas concentracdes metalicas de 4 mEq L™

As células vivas do isolado de P. fluorescens quanto a capacidade de bioacumular ions
Cd** foram melhores na é&rea | nos dias 15 e 21 de residéncia, onde removeram,
respectivamente, 1,64 e 1,64 mg g™ de cadmio (Tabela 5). Quanto maior o tempo em que as
células estiveram em contato com o solo com Cd*" maior foi a capacidade de bioacumulagéo.

Relatos de biossorcdo de cadmio por biomassas bacterianas sdo escassos. Porém, Volesky &
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Holan  (1995) informaram  que Bacillus  subtillise B.  licheniformis removeram
respectivamente, 44 e 38 mg g™ de manganés.

Ma et al., (2015), avaliaram a biossorcao de ions Cd (I1) e Pb (1) por Saccharomyces
cerevisiae funcionalizada através de CaCOj3 e evidenciaram que a partir do tempo de contato
de 2 horas a biomassa de levedura atingiu o equilibrio de biossor¢do para as espécies
metalicas estudadas. Takenaka et al., (2007) utilizaram Pseudomonas fluorescens como
biossorvente, e obtiveram remocdo de 100% em americio-241, um isétopo radioativo.
Luk’yanova et al., (2008), observaram que 0 género pseudomonas apresentaram capacidade
de biossor¢do de 77% de pluténio (Pu), 92% de netdnio (Np), 76% de urénio (U), em sor¢do
de radionuclideos.

Tabela 5 - Médias de biossorcdo de cadmio (mg. g) por por Pseudomonas fluorescens —
interagdo entre o tempo de residéncia e as areas.

Areas Médias* 5%
Tempo (Dias)
Area | 1,03 ab
Area Il 1,33 ab
Area lll 0,49 b
Zero dias
Area | 1,29 ab
Area ll 1,41 ab
Area lll 0,72 b
Dois dias
Area | 1,30 ab
Area ll 1,11 ab
Area Il 0,68 b
Cinco dias
Area | 1,43 a
Area ll 1,55 a
Area lll 0,72 b
Dez dias
Area | 1,64 a
Area ll 1,61 a
Area Il 0,48 b
Quinze dias
Area | 1,64 a
Area Il 1,41 ab
Area lll 0,74 b

Vinte e um dias
* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia (5%) indicado pelo teste t de

student (LSD).
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Observando-se os valores encontrados para cada parametro pode-se afirmar que na
area | e Il nos dias 10 e 15 apresentaram uma maior capacidade de biossor¢do, captacdo de
metais. Quanto ao R%, houve diferenca significativa entre as areas | e Ill, sendo que 0s
indices mais elevados expressos pela biomassa de P. fluoresces foram (65,52%) na area Il
com 15 dias, e (63,07%) com 10 dias. E importante observar que para a area lll as
porcentagens de remogéo nao diferem pelo teste t de student (Tabela 6).

Holan & Volesky (1995), notaram que, sob diferentes condi¢cdes experimentais, a
capacidade de biossorcao de cadmio por biomassa de Penicillium chrysogenum variou de 8 a
44 mg g*. A biomassa de S. cerevisiae removeu até 4,19 mg/g de cadmio de uma solucéo
com 200 pM L™ (22,48 mg L) (WILHELMI; DUNCAN, 1995).

Tabela 6 - Taxa de remocao (R%) por Pseudomonas fluorescens — interagdo entre o tempo de
residéncia e as areas.

Areas Médias* 5%
Tempo (Dias)
Area | 38,19 ab
Area Il 54,34 ab
Area 1l 18,07 c
Zero dias
Area | 50,57 ab
Area Il 57,03 ab
Area lll 26,78 c
Dois dias
Area | 48,64 ab
Area Il 45,70
Area 1l 25,34 c
Cinco dias
Area | 53,37 a
Area Il 63,07
Area Il 26,50
Dez dias
Area | 61,48 a
Area Il 65,52
Area 1 17,92
Quinze dias
Area | 61,03 a
Area Il 58,42 ab
Area lll 27,42 c

Vinte e um dias
* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia (5%) indicado pelo teste t de

student (LSD).

As realizacOes de experimentos com meio de cultura com a adi¢do de metais pesados

tém sido desempenhadas objetivando estudar o potencial de remocao de cadmio pesados por
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bactérias, concomitante a seu cultivo. Em meio de cultura suplementado com 400 mg L™ de
cadmio, a estirpe de Enterobacter cloacae B1 removeu 64,17% do metal citado (BANERJEE
etal., 2015).

Nos trabalhos de Chen et al. (2016), foi observado que cerca de 70% do cadmio
removido do meio de cultura pela estirpe Enterobacter sp. EG16 estaria acumulado
intracelularmente. Naz et al. (2016), empregaram o uso de diversas estirpes, e alcancaram
melhor eficiéncia na remocdo de metais com a estirpe de Pseudomonas sp., onde foi possivel
observar a remog¢do de 37% de chumbo, 32% de niquel, 29% de cobre e 32% de cromo

presente em efluente.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel inferir que a bactéria Pseudomonas fluorescens, possui potencial
biorremediador para o cadmio, e pode ser utilizada em técnicas de processos de
biorremediac&o, pois ao longo do tempo de exposi¢do ao metal, a bactéria diminuiu os indices
do mesmo nos solos investigados. O tempo de cultivo nas areas estudadas influenciou na
biossorcdo do cadmio, evidenciando que a area com maior tempo sem cultivo (4 anos) obteve
0 menor indice de biossor¢do comparado as demais areas.

A capacidade de remogdo através de microrganismos pode ser comprometida por
depender de Vvérios fatores que estdo diretamente relacionados tanto ao agente biorremediador,
como do metal em particular. Portanto, para que haja uma resposta mais satisfatoria no
processo de remediacdo, é preciso estudar as caracteristicas e comportamento especificos da
espécie metéalica no solo, bem como a selecdo de microrganismos que melhor atendem a tais

caracteristicas.
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