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SORCAO DE COBRE E MANGANES POR BACTERIAS RIZOSFERICAS
DO TRIGO

COPPER AND MANGANESE SORPTION BY WHEAT RHIZOSPHERIC BACTERIA

Marcio Voss' Robert Wayne Stefen Phillip Thoma$

RESUMO

A bioacumulagdo de metais por microrganismos se
deve principalmente a fendmenos de superficie, ocorrendo
adsor¢ao, de forma estequiométrica, com os radicais anibnicos
dos envoltérios celulares, seguido ou ndo de precipitacdo dos
metais. Para estudar condicionantes da sor¢cdo de metais por
bactérias vivas, quantificou-se o €ue Mrf* retirados por um
Bacillus sp. e umaPseudomonassp., isolados da rizosfera de
trigo, de uma solucdo de cloreto dos metais, determinando-se a
quantidade de metal restante no sobrenadante, apds
centrifugac@o. Usou-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Ensaiaram-se efeito dos teores
de C#* e Mrf*, do pH e do tempo de crescimento bacteriano. O
Bacillus sorveu mais Cii e Mr#* do que Pseudomonasem
todas as concentracdes desses metais. A sorcdo e pdu
ambas as bactérias apresentou maiores incrementos do otie Mn

in all concentrations of those metals. ZCusorption by both
bacteria showed more increase than #mwith rising those
metals content in the solution. Alteration of pH from 5,0 to 3,0
reduced the metal sorption. With 90 hourltieation time,
Pseudomonashowed more CGii and Mrf* sorption than with 16
hour cudtivation time. The results agree with the colloids cations
exchange phenomena.

Key words: adsorption, glycocalix, metals content, pH effects,
incubation time.

INTRODUCAO

A sorcdo (adsorcdo e/ou absorcdo) de
metais por microrganismos tem despertado a atencao

com aumento dos teores desses metais na solugo. A alteracio dode pesquisadores pela capacidade superior da

pH 5,0 para 3,0 diminuiu a sor¢éo dos dois metais. Com o tempo
de cultivo de 90 horas Bseudomonaspresentou maior sor¢cao

de cobre e de manganés do que no tempo de 16 horas. Os
resultados obtidos assemelham-se aos fenémenos de troca de

cations em coloides.

Palavras-chave adsorg@o, pH, glicocélix, concentracdo de
metais, tempo de incubagao

SUMMARY

The metals bioaccumulation in microganisms is
mainly a result of superficial phenomena, occurring adsoption, in
a stoychometric way, with the anionic radicals of cellular walls
followed or not by precipitation of metals. To study the sorption
of metals by live bacteria, the Euand Mrf* taken up by a
Bacillus sp. and aPseudomonassp., were qudified isolated
from weath rizosphere, from a cloride solution of metals resting
in the supernatant, after centrifugation. A completely randomized
experimental design was used, with 3 repetitions. The effect of
Cw?* and Mrf* contents, pH and time of bacterial growth were
tested Bacillus sorbed more Cii and Mrf* than Pseudomonas
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biomassa microbiana em comparacdo com outros
sorventes inorganicos e organicos (KUREK al,
1982). Estudos tém demonstrado que, na maior parte
dos casos, a bioacumulacdo de metais por
microorganismos se deve a fendmenos de superficie
(adsorcéo e/ou precipitagdo) (BEVERIDGE, 1989;
COLLINS & STOTZKY, 1992; SHOKOHIFARDet

al., 1990;).

As bactérias tém ponto isoelétrico entre
pH 2 e 4, possuindo carater aniénico em condigdes
comuns de pH de solo e de agua (HARDEN &
HARRIS, 1953). As cargas negativas sdo originadas
da ionizagdo dos radicais carboxilicos, fosfaticos,
hidroxilicos e sulfidrilicos encontrados nos
polimeros da parede microbiana (BEVERIDGE,
1989).

As bactérias gram-positivas, como as do
género Bacillus, tém sua parede composta por
peptideoglicanos, com ou sem &cidos teiclicos e
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teicourdnicos. As bactérias gram-negativas, como as valores entre 5,0 e 5,5, através da adicdo de HCI

do génerdPseudomonastém cerca de 20% menos

diluido. Exceto no ensaio de doses de metais, a dose

peptideoglicanos mas possuem membrana externaysada foi de 0,500mM, que apés a adicdo de um m

com fosfolipideos e lipopolissacarideos. Proteinas e
lipoproteinas ocorrem em ambos os tipos de
bactérias (NEIDHARDTet al, 1990).

Eventualmente, conforme o tipo de metal

e do microorganismo, a sor¢ao supera o numero de
cargas, com ocorréncia de precipitados, de tal forma

que se tem desenvolvido filtros bioldgicos para
retirar metais pesados de solu¢cdes (BEVERIDGE &
MURRAY, 1976).

Os estudos demonstrativos de adsorcao e
precipitacdo de metais em bactérias tem sido

conduzidos com paredes ou membranas externas de

bactérias desintegradas, como descrito
BEVERIDGE & MURRAY (1976) e BEVERIDGE
& KOVAL (1981). Para estudar condicionantes da

em

de biomassa bacteriana ou de agua, forneceu uma
dose inicial de 0,450mM

A biomassa bacteriana utilizada nos
ensaios foi obtida por incubacdo em caldo triptona-
soitona, com 200 rev.nify em agitador orbital, a
partir de inéculo com 0,5 unidades de absorbancia a
400nm, usando-se 0,Znpara cada 50mde caldo.
A temperatura ambiental foi de 25 +/- 1°C e o
periodo de crescimento das bactérias foi de 16 horas,
exceto em um tratamento em que se cultivaram as
bactérias por 90 horas. A biomassa microbiana foi
retirada do caldo de cultura através de centrifugacéo
a 4200 rev.mifi, por 15 minutos, a temperatura de
10(1) C.

Ap6s eliminacdo do sobrenadante, a

sorcéo de metais por bactérias vivas, quantificou-se piomassa precipitada foi ressuspensa, com ajuda de

a sor¢do de Cli e Mrf* por uma bactéria gram-
negativa e outra gram positiva, isoladas de rizosfera

bastdo de vidro, em,B destilada e deionizada, pH
5,5, em volume equivalente ao da primeira

de trigo, para utilizacdo em estudos subsequientes decentrifugago. Esta suspenséo foi centrifugada nas
interacdo plantas e microorganismos, em relacdo a condicges da centrifugacdo descrita anteriormente.

cobre e manganés (VOSS & THOMAS, 1998).
MATERIAL E METODOS

As atividades descritas a seguir foram
desenvolvidas na Faculdade de Agronomia da
UFRGS (Porto Alegre, RS) e na Embrapa Trigo
(Passo Fundo, RS), entre 1991 e 1992.

As bactérias utilizadas foram isoladas de
rizoplano de trigo, e pertencem aos gén&asillus
e Pseudomonas A primeira, gram-positiva, cuja
origem e identificagcdo se encontra descrita em
PERONDI (1992), foi cedida por Wilmar Cério da
Luz. A segunda, gram-negativa, foi obtida em Passo
Fundo por Marcio Voss (VOSS, 1993).

Para a preservacdo das bactérias em
geladeira, empregou-se meio com Triptona da Difco,
(10g), Soitona da Difco (2g) e Agar da Merck (129),

com pH 6,5, com renovacéo a cada trés meses. Para

0 preparo da biomassa microbiana utilizou-se o
mesmo meio, sem agar.

Todos os utensilios, apds limpeza com
detergente e acido sulfdrico concentrado, foram
lavados com HCL 0,1N e enxaguados com trés
passagens de agua destilada e deionizada.

Solugbes estoques de 5mM foram

Eliminou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se o
precipitado em LD e centrifugou-se novamente.
Desta feita, o precipitado da biomassa foi
ressuspenso com@, pH 5,5, em volume de apenas
1/10 do caldo inicial. Para determinar a massa de
bactérias utilizada nos tratamentos, separou-sé 10m
dessa ressuspensdo e colocou-se a secar por 72h a
60°C.

A aplicacdo dos tratamentés feita em
tubos de ensaio com 10@nde solucdo com um dos
metais. Colocou-se léin da ressuspensdo de
bactérias, contendo aproximadamente 10mg de
matéria seca de bactérias. O pH foi previamente
ajustado com HCI diluido, no intuito de manter o pH
entre 50 e 55 durante a centrifugagdo. A
centrifugacdo, a 4200 rev.niine & temperatura de
10 (".1) °C, durou 15 minutos. Incluindo o tempo até
a tomada da amostra, o processo tomou 20 minutos.
ApoGs a centrifugacao, retirou-se 4rdo
sobrenadante, e dilui-se com 10de HO destilada
e deionizada, para leitura, por absorcao atdbmica, dos
metais que permageram apds a aplicacdo dos
tratamentos. Um controle sem bactérias foi feito,
promovendo a mesma diluicdo deflmda solucdo
metalica. Os resultados foram comparados com as
determinacbes das concentracbes das solugdo

preparadas isoladamente para cada cation dos metdlicas usadas. A diferenca entre as determinacdes

compostos CuGRH,0 e MnC}.4H,0, com agua

dos metais nos tratamentos e no controle sem

destilada e deionizada. O pH das solugdes e curvasbactérias foi atribuida a retirada dos metais pelas
de cobre e de manganés foram ajustados para bactérias.
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A presenca ou auséncia do glicocalix nas BEVERIDGE & MURRAY (1976), quando o
células bacterianas foi determinada em microscopio biossorvente er8acillus subtilis M 1032. Quando
Otico usando-se tinta nanquim como contraste. A paredes da bactéria gram-negatistherichia coli
verificac@o de exopolissacarideos nos sobrenadantesforam empregadas como sorventes, (BEVERIDGE
das centrifugacbes para o preparo da suspensdo& KOVAL, 1981), Mn** foi sorvido em maior
bacteriana concentrada foi determinada conforme quantidade do que €u Este ultimo trabalho
descrito em NIETSCKE (1992). contrasta com os resultados aqui obtidos com a

Usou-se o0 delineamento inteiramente também  gram-negativa Pseudomonas sp.,
casualizado, com trés repeticdes, e as médias foramevidenciando a dificuldade de generalizagBes. A
comparadas pelo teste de Tukey a 1%. Os ensaiosocorréncia de adsorcdo diferenciada, conforme as
compararam efeito de teores de’Cai Mrf*, do pH caracteristicas do metal e do tipo de sorvente, é
e do tempo de crescimento das bactérias na sorcéoatribuida, por FERRIS & BEVERIDGE (1986) a
dos cations poBacillus ou por PseudomonasOs diferencas termodinamicamente favoraveis entre a
tratamentos estdo discriminados nas tabelas dosenergia de hidratacdo do ion e a energia final de
resultados. ligagcdo nos radicais dessas paredes.

Os ensaios de efeito do pH e do tempo de A sorgdo de CU cresceu com o aumento
cultivo foram realizados utilizando-se a mesma da concentracdo desses metais como pode ser visto
ressuspensdo bacteriana obtida ap6s 16 horas dena mesma tabela. Embora a mesma tendéncia se
crescimento das bactérias. Como foram conduzidos tenha observado na sor¢do de “Mnesta ndo
simultaneamente, os dados de sor¢&o, no tempo deapresentou diferenca significativa estatisticamente
20 minutos e com a concentragéo de 0,450mM e pH entre os tratamentos. A afinidade de paredes de

5,0, aparecem repetidos nas tabelas 2 e 3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da quantidade de C&" e Mn* na sua
sor¢do porBacillus sp e por Pseudomonas sp

O contato da biomassa bacteriana, com
solucéo de Cii e Mrf*, a pH 5,0, por 20 minutos,
proporcionou 0s seguintes resultados (Tabela 1):
Bacillus sp. sorveu mais €U e Mrf* do que
Pseudomonasp. em todas as concentragbes & Cu
foi mais sorvido do que Mf, por ambas as
bactérias, formando a sequénciBacillus+Cu>
PseudomonasCu> Bacillus+Mn> Pseudomonasvin.
A preferéncia por Cii também foi observada por

Tabela 1 - Sorcaqumol g*) de Ci e Mrf* por biomassa dBacillus sp.

Pseudomonasp., em trés teores iniciais desses cations.
de 3 repeticoes.

bactérias e fungos por metais como funcao aparente
da concentracao inicial da solucéo foi estudada por
MULLEN et al (1989 e 1992), que sugeriram o
logaritmo decimal da quantidade de metal sorvido
em micromol ¢ de concentracdo de equilibrio a
1mM como indice dessa afinidade. Aplicando-se a
equacéao da isoterma de adsor¢do de Freundlich aos
dados do presente ensaio, o log KB&illus+Cu,
PseudomonasCu e PseudomonasMn, foi,
respectivamente, 1,669, 1,523 e 1,297, comidR
94%, 84% e 92%Bacillus+Mn apresentou um R

de 55,38 %.

A adequacéo dos dados a uma equacao
empregada para descrever fendmenos de superficie
indica que grande parte das sor¢des observadas no

presente ensaio ocorreram ha parede das
o bacterias.
Média

Efeito do pH da suspensdo bacteriana na

sorcdo de Cd* e Mn*

Teores Sorgéo imol g%) A alteracdo do pH de 5,0 para 3,0
do metal cw Mn** diminuiu a quantidade de metais sorvidos
(mM) Bacillus Pseudomonas Bacillus Pseudomonas (Tabela 2). Esse decréscimo foi maior para
0225 174 A 141 oB otnC 90D Mn? em Bacillus sp. (90,65%), menor para
0,450 251bA 195b B 100a C 71aD CU¥* em Pseudomonas sp. (55,05%) e
0,675 304a A 234a B 118aC 77abD intermediario para cobre eBucillus (64,20%)
C.V.=6,82%

e para manganés eRseudomonag67,50%).

!Letras mindsculas para comparacdo na coluna e mailsculas,

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 1%

probabilidade de erro pelo teste de Tukey.

Esses percentuais indicam que a maior parte

na '”I‘j"ges metais estava adsorvido a superficie das

bactérias.
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Tabela 2 - Efeito do pH na sor¢gonol g*) de Cd* e Mrf* com teor inicial ~ crescimento, em comparacdo com a quantidade
de 0,450mM por biomassa dgacillus sp. ePseudomonasp.  sorvida com 16h de crescimento (Tabela 3).
Média de 3 repetigoes. Com esse acréscim@seudomonas

superou Bacillus na sor¢do de cobre e de

X 1 A 7 . . s
Sor¢do imol ') manganés, alterando a série liotréfica observada
pH cu’ Mn?* nos ensaios anteriores.
Bacillus Pseudomonas Bacillus Pseudomonas Os polissacarideos, que compdem o
glicocalix em PseudomonagSUNTHERLAND,
3 96 bA 89b A 13bC  27bB 1972), aumentaram a quantidade de radicais
5 268a A 198a B 139aC 83 D

ionogénicos, incrementando, assim, a sor¢do de
CV.=547% CU* e Mrf*. Por outro lado, a auséncia de
glicocalix emBacillus sp., ndo criou condi¢des

Letras mindsculas para comparagdo na coluna, e mailsculas, na lirgertivas diferentes para a biomassa de ambos os
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de Wb@?iodos de crescimento.

probabilidade de erro pelo teste de Tukey. Os resultados obtidos no presente

ensaio sdo indicativos de fendmenos de
As diferencas encontradas na adsor¢do adsorgio.

pelas bactérias utilizadas, cujas paredes celulares sdo

muito contrastantes, estdo de acordo com resultados coNnCLUSOES

encontrados na literatura, como os de COLLINS &

STOTZKY, (1992), mostrando que o pl varia em

funcdo da espécie bacteriana e do metal presente.

Estes autores encontraram pl menor Baaillus

A adsorcdo predomina sobre outros
fendmenos de sorcdo de cobre e de manganés

sp. (pl = 1,3) do que paRseudomonaseruginosa observada em um isolado d@acillus e outro de
(pl = 2,5), com CuGlna solugdo. Com Mgglos pl Pseudomonas. _ _ _
respectivos passaram a 3,6 e 2,0. Como 0s Com a formacéo de glicocalix, o isolado
compostos organicos ionogénicos tém pl diferente, a de Pseudomonasupera o d@acillus na sor¢éo de
alterac@o do pH, através da adicdo ou consumo de cobre e de manganés.
H*, ndo afeta todos os radicais ao mesmo tempo. Por A adsorcéo de cobre nas bactérias é mais
exemplo, proximo a valores de pH 3, os fosfatos afetada pela concentragdo do metal do que a de
ainda estéo carregados negativamente (TGRIaI. manganés.
1984).

No presente ensai®acillus sp. mostrou
maior dessorcdo de Mh do que de Cii, e o
resultado pode advir em parte de um pl menor da
bactéria com Ci do que com M. O N Os autore; agradecem o apoio financeiro ‘da Fapergs
comportamento da sor¢do neste ensaio adequa-se agas facilidades fornecidas pela UFRGS e Embrapa Trigo.
esperado de fendmenos de troca ibnica.
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. . . Tabela 3 - Efeito da idade da cultura na sorgio déeMrf* por biomassa
Efeito do tempo de crescimento bacteriano de Bacillus sp. e Pseudomonassp., imol g') com solugdo

= + 2+
na sorg&o de C&" ou Mn o inicial de 0,450mM dos metais. Média de 3 repeticdes.
Detectou-se a presenca de glicocalix

em Pseudomonasp., com 90 horas e ndo com

16 horas de incubacio no caldo de cultura. Enf2de Sorgéo gmol g')

Bacillus sp. ndo apareceu o gliddx em da lolly Mn?*

nenhuma das idades das cuIturas_. No%ultura Bacillus Pseudomonas Bacillus Pseudomonas

sobrenadantes de ambas as bactérias naao

apareceram exopolissacarideos. 16h 268aA 198 b B 139aC 83b D
Em Bacillus sp. a sor¢do de €ue  90h 254a B 325a A 1408 175a C

Mn? ndo aumentou, quando o tempo dec.v.=562%

crescimento das células passou de 16 para 90

horas. Mas’ono ISOI?d(_) déSgZUdomonoa$p" !Letras minisculas, para comparacdo na coluna e maiGsculas, na linha.
Chezgou a §5A) o acresum_o de’Cai 111/’ ode Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 1% de
Mn=" sorvido pela sua biomassa ap0s 90h dgobabilidade de erro pelo teste de Tukey.
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