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O cromo é um elemento essencial, porém também tdxico para o ser humano, ocorrendo nas formas oxidadas:
cromo (0), cromo (Ill) e cromo (VI). O Cromo (Ill) é natural no meio ambiente e o cromo (VI) e cromo (0) séo
geralmente produzidos por processos industriais, principalmente, na fabricagdo de agos inoxidaveis e outras
ligas metalicas. Em altas concentragdes, os metais toxicos afetam o crescimento, morfologia e metabolismo dos
microorganismos, tornando-os o primeiro grupo afetado pela poluicdo. Este estudo avaliou a tolerancia dos
microorganismos extraidos de uma amostra de sedimento da Baia de Guanabara, a concentragbes conhecidas
de Cr (VI) e Cr(lll) . Apobs extracdo em solugdo salina e isolamento em meio organico-TSA, cinco bastonetes e
uma levedura foram inoculados em meio organico-TSA com concentragdes de Cr(VI) e Cr(lll) conhecidas. No
meio com Cr(VI), uma cepa e a levedura apresentaram crescimento em 400 mg/kg e as demais entre 200 e 300

mg/kg. No meio com Cr(lll), quatro cepas e a levedura apresentaram crescimento em 600 mg/kg.

1. Introdugao

Além das origens litogénicas, como resultado da intemperizagdo do material de origem, a presenca de metais
téxicos no solo tem como fonte diferentes atividades humanas: mineragdo, metalurgia, queima de combustiveis
fosseis, disposicdo de residuos solidos ou liquidos, residuos animais, fertilizantes agricolas. Uma vez
incorporados no solo, permanecem por periodos muito longos de tempo, podendo ser utilizada sua concentragao
total como indicador de poluigdo. Porém, sua biodisponibilidade depende de fatores como pH, matéria organica,

capacidade de troca catidnica, espécie e origem (Dai et al., 2004).

O cromo € um elemento essencial, porém também téxico para o ser humano. Este elemento quimico se encontra
naturalmente no solo, na poeira e gases de vulcdes. No meio ambiente sdo trés os nimeros de oxida¢do do
metal: cromo (0), cromo (lIl) e cromo (VI). O Cromo (IIl) tem ocorréncia natural no meio ambiente, enquanto o
cromo (VI) e cromo (0) sdo geralmente produzidos por processos industriais. O elemento quimico cromo é
empregado principalmente para fazer agos inoxidaveis e outras ligas metélicas. O cromo na forma trivalente

Cr(lll) tem sido considerado um elemento estavel no solo. Entretanto, alguns estudos com amostras de solo
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coletado e mantido com umidade natural indicam que o Cr(lll) pode ser oxidado a Cr(VI) (Milacic & Stupar,
1995).

Os metais toxicos, Zn, Cu, Ni, Co, Cd e Cr, em pequenas quantidades sdo necessarios para o crescimento dos
microrganismos, enquanto que Hg e Pb ndo apresentam fungdes biologicas. Quando em altas concentragdes, os
metais toxicos afetam o crescimento, morfologia e metabolismo dos microorganismos, desnaturando suas
proteinas ou destruindo a integridade de suas membranas celulares. Desta forma, os microrganismos sdo o
primeiro grupo de organismos que sao afetados pela poluigdo do solo. Os procarioticos, bactérias e
actinomicetes, sdo mais sensiveis do que os eucariéticos, fungos, sendo as bactérias os organismos que
apresentam maior sensibilidade a poluicdo do solo por metais toxicos (Doelman et al., 1994). Como
consequéncia da diminui¢do do tamanho e da diversidade da comunidade microbiana, algumas atividades como
mineralizagdo da matéria organica, nitrificacdo e decomposigéo da serapilheira ficam prejudicadas (Kelly et al.,
2003). Porém, alguns mecanismos de aclimatagdo ou adaptacdo permitem que os microorganismos do solo
aumentem sua tolerancia a altas concentragbes de metais. Entre eles estdo mudangas: fenotipicas a nivel
individual, na estrutura da comunidade ou genotipicas, através do desenvolvimento de plasmideos resistentes
(Rusk et al., 2004). Dependendo de suas respostas, € dos processos de transformagdo que realizam (oxidagéo e
redugdo nas formas inorgénicas, € conversdo nas organicas), 0os microrganismos podem ser divididos em trés

grupos distintos: sensiveis, tolerantes e resistentes a metais toxicos.

2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a tolerAncia dos microorganismos extraidos de uma
amostra de sedimento da Baia de Guanabara contaminada por metais toxicos, a diferentes concentragbes

conhecidas de cromo Cr(VI) e Cr(lll).

3. Material e Métodos

Foram selecionados dois pontos, GN-020 e GN-040, monitorados pela FEEMA (Fundagdo Estadual de
Engenharia do Meio Ambiente) na Baia de Guanabara para a realizagao das coletas. O critério para selegéo dos
pontos foi a contaminagdo de metais toxicos obtida no relatério do Programa de Despoluicdo da Baia de
Guanabara (FEEMA, 1998).

As coletas foram realizadas em agosto de 2005, dos pontos coletados foi escolhido para este estudo o GN-020,
situado préximo ao galpdo da VARIG e REDUC, em é&rea de remanso e muita sedimentagao, com profundidade
de 2 m. Para a coleta de sedimento de fundo foi utilizada draga Petersen. Foram coletados aproximadamente 5
Kg de amostra composta, manuseada com espétula de polietileno, acondicionadas em saco plastico resistente,
lacradas e codificadas em campo. Apds a coleta de material para medigéo de pH e umidade (EMBRAPA, 1997),
foi armazenada em camara fria a 4°C, de modo a evitar perdas de elementos volateis e limitar atividades
biologicas. Durante a coleta foram realizadas medigbes de condutividade, salinidade e temperatura com o

equipamento Orion mod. 142 e transparéncia da agua, com Disco de Secchi.
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Cerca de 1000 gramas da amostra do sedimento GN-020 permaneceu resfriado in natura, o restante foi secado
em estufa a 35°C por 13 dias para eliminagdo da umidade, desagregado em almofariz de porcelana, e
homogeneizado por quarteamento. Posteriormente, peneirado em peneira de malha 1,70 mm (10 mesh),
granulagdo indicada para extragdo de microorganismos e 75 um (< 200 mesh), granulagéo indicada para
andlises da concentracdo de metais. Dados relacionados a estimativa de Cr no sedimento superficial da Baia de
Guanabara em Junho de 1997 indicam 20 ug Cr/g em FEEMA (1998). Uma estimativa de matéria orgénica por
perda ao fogo a 450°C, foi realizada pela COAM/CETEM . O ensaio granulométrico foi feito pelo método de

pipetagem, de acordo com a norma descrita em EMBRAPA (1997).

Antes do inicio do processo de extragcdo de microrganismos, foi elaborado um protocolo com os procedimentos
empregados e meios utilizados. A extragdo foi realizada seguindo Ururahy (1998), utilizada para a quantificacdo
de heterotréficos totais e posterior isolamento de microrganismos. Adiciona-se 5g de solo em 50 mL de solugéo
salina (NaCl 0,9%), apds colocar por uma hora em agitador tipo Shaker a 25°C e 150 rpm. A partir da extrag&o,
foram feitas diluicbes seriadas fator 10, até 10 . Em seguida, realizou-se o plaqueamento em placas de Petri
com meio orgénico-TSA pela técnica de Pour-plate, adicionando 0,1 mL das diferentes diluigdes seriadas nas
respectivas placas identificadas, e incubadas por 48 horas em estufa a 30°C . A contagem das unidades
formadoras de coldnia foi realizada em 48 horas, com auxilio de um contador de colénias, sendo os resultados
expressos em UFC/g solo. Cada tipo de coldnia, diferenciado pela forma e cor, foi isolada em placas de Petri
com meio organico-TSA e incubadas por 48 horas em estufa a 30°C. Este procedimento foi repetido a cada 15
dias para a manutencéo do potencial de crescimento das cepas isoladas. Para identificacéo, as cepas isoladas
foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio organico — TSA inclinado e encaminhadas para a Sra.
Marcia Lima Festivo do Laboratorio de Enterobactérias, do Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo
Cruz. A identificacdo e classificagdo dos microrganismos realizadas no Laboratoério de Enterobactérias foram

através de analises morfo-tintoriais pela coloragéo de Gram.

Em cada tipo de coldnia isolada nas placas de Petri foi realizado teste de tolerancia ao Cr (VI), utilizando o
dicromato de potassio (K2Cr.07), e ao Cr (lll), utilizando o cloreto de cromo hexahidratado (CrCls.6H,0). Ao meio
organico-TSA foi adicionado 1 mL de solugdo com concentragbes sequienciais comegando em 10, 25, 50, 75 e
100 mg/kg, seguindo a mesma seqtiéncia de concentracdes intermediarias por cada aumento de 100 mg/kg até

400 mg/kg com meios com K,Cr,O7 e 600 mg/kg com CrCls.6H20.
4. Resultados e Discussao

Segundo a andlise granulométrica (Tabela 1), o sedimento é arenoso, tendo a fragdo de areia fina mais

representativa, e com pH alcalino.
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Tabela 1.Caracteristicas granulométricas e fisico-quimicas do sedimento coletado no ponto GN020 na Baia de

Guanabara.
Parémetro Teor no solo
Areia fina 17,5%
Areia grossa 51,9%
Areia total 69,4%
Silte 30,2%
Argila 0,4%
pH 10
Umidade 26%
Matéria organica 22,35%

Os dados de condutividade, salinidade e temperatura da agua (Tabela 2), apontam pequena variagdo entre a

superficie e o fundo.

Tabela 2. Pardmetros fisico-quimicos da agua, no ponto de coleta do sedimento na Baia de Guanabara,

obtidos com o equipamento Orion mod. 142

Caracteristicas Superficie (0,10 m) Fundo (2,0 m)
Salinidade 28,3 31,0
Condutividade (uS/cm) 43,8 477
Temperatura (°C) 24 23,2
Disco de Sechhi ( m) 0,10

Das seis cepas identificadas, trés sdo bastonetes positivos, um negativo e uma levedura (Tabela 3). O
bastonete B05 ndo apresentou crescimento no quarto repique de manutengdo em meio sélido, sendo
repicado para meio liquido, na tentativa de recuperagdo do potencial de crescimento. N&o houve

resposta e a cepa ndo pode ser testada para tolerancia ao Cr(lll).
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Tabela 3. Identificagdo dos microrganismos presentes no sedimento estudado da Baia de Guanabara.

Cepas Coloragéo Classificagdo  Classificagdo gram
BO1 Amarela Bastonete +
B02 Rosa Bastonete +
B03 Branca leitosa Levedura -
B05* Vermelha Bastonete +
B06 Amarela Bastonete -
BO7 Branca leitosa Bastonete +

* Cepa perdida durante repique de manutengéo.

A cepa B01 e a levedura B03 apresentaram crescimento na maior concentragdo testada de meio contendo
Cr(VI) (Figura 1). As B02, B05 e B07 apresentaram crescimento abaixo de 300 mg/kg e a B06 até 200 mg/kg
(Figura 1). A maior capacidade de tolerancia observada em B01 e B03 pode estar relacionada com a capacidade

que certos microrganismos tem em reduzir o Cr(VI) para Cr(lll) de menor toxicidade ( Ross et. al., 1981).
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Figura 1 . Acompanhamento do crescimento dos microrganismos em meio contendo Cr(VI). Azul - bastonetes
gram +, B01, B02, B05 e BO7, Amarelo - gram -, B06 e Vermelho - levedura, B03.

Todas as cepas apresentaram crescimento na maior concentragéo testada no meio contendo Cr(lll) (Figura 2).
Porém, a B02 ja apresentou diminui¢&o no crescimento nesta concentragdo. Mais testes serdo necessarios para
a identificacdo das concentragdes toleradas, detectadas através da auséncia de crescimento em placas com

concentragdes maiores do que 600 mg/kg.
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Concetragéo de CrC;3.6H,0
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Figura 2 . Acompanhamento do crescimento dos microrganismos em meio contendo Cr*3. Azul - bastonetes
gram +, B01, B02 e BO7, Amarelo - gram -, B06 e Vermelho - levedura, B03.

O cromo, na forma trivalente, é requerido por um limitado grupo de microrganismos em alguns processos
metabolicos especificos. As principais fungdes estdo ligadas ao metabolismo da glicose e ativagdo enzimatica
(Mertz, 1969). Os efeitos toxicos e mutagénicos dos cromatos hexavalentes em microrganismos foram
constatados por Ross et al. (1981), observando que a suplementagao de 10-12 mg de Cr(VI)/L foi inibitoria para
bactérias de solo em meio liquido, enquanto a mesma dose, na forma de Cr(lll), ndo afetou o crescimento.
Francisco et. al. (2002) e Camargo et. al. (2004), constaram que diversos grupos bacterianos, em especial
bactérias gram positivas, apresentam maior tolerancia ao Cr(VI) do que as gram negativas. Nos meios organico -
TSA contendo Cr(VI) o bastonete gram negativo (B06) foi o que apresentou menor toleréncia, e em mesma ou
maior concentragéo de Cr(lll) ndo teve seu crescimento afetado. Em processos de biorremediagéo, bactérias
com habilidade de reducgdo e tolerancia ao cromo (VI) podem ser aplicadas a solos contaminados com este
metal (Camargo et. al. , 2004).

5- Concluséo

Os resultados obtidos no testes de toleréncia, realizados em meios com concentragdes conhecidas de Cr(lll) e
Cr(V1), mostraram que a maioria das bactérias gram + e a levedura, extraidas de amostras de sedimento da
Baia de Guanabara, apresentaram menor crescimento quando em presenca do Cr(VI), em relagdo aos testes
realizados com Cr(lll). Este comportamento pode estar associado & capacidade de redugéo ou toleréncia das

cepas presentes, sugerindo uma potencial utilizagdo em estudos de biorremediagéo.
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