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RESUMO 

As lagunas costeiras são um dos mais importantes ecossistemas aquáticos 

mantendo uma variedade de espécies de fauna e flora a exemplo da Laguna da 

Jansen situada em São Luís-MA ,por sua beleza e recursos naturais é  considerada 

um dos principais pontos turísticos, além  proporcionar lazer e atividades para a 

subsistência, pois  existem um grupo de pescadores que fazem o  uso da pesca no 

local, estes são um dos fatores que proporcionaram diversas alterações paisagística 

e ambiental ,devido a urbanização desordenada que proporcionou a emissão de 

efluentes domésticos que são fonte de contaminação de bactérias, trazendo odor e 

impedindo os habitantes do entorno de usufruírem. Desta forma, o objetivo deste 

trabalho é avaliar o crescimento dos isolados da laguna (enterobactérias e 

Pseudomonas) frente a metais pesados de cobre e chumbo. A sensibilidade dos 

isolados a metais pesados foi determinada através da inoculação em superfície do 

Ágar Nutriente enriquecido com diferentes concentrações de sais de chumbo e 

cobre (0,5; 1,5 e 3,5 g.L),para a determinação da concentração inibitória mínima 

utilizou se  método de microdiluição em caldo com base na metodologia adaptada. 

Os resultados obtidos demonstram que as bacterias foram resistente ao chumbo,e 

parcialmente sensiveis ao cobre na concentração de  3,5 e 1,5 g/L na menor  

concentraçaõ 0,5 g/L foram resistentes a este metal demonstrando que as bacterais 

possuem mecanismos de resistencia ,possivelmente pelo estresse para sobreviver 

em seu habittat que possuia concentrações dos metais,diante desses resulatdos 

sugere se utilizaçaõ dos microrganismos ara a biorremediação para retirara metais 

pesados de água e solo contaminados. 

Palavras-chaves: Laguna da Jansen. Enterobactérias. Pseudomonas aeruginosa  

Chumbo. Cobre.  

 

  



ABSTRACT 

The coastal lagoons are one of the most important aquatic ecosystems, maintaining 

a variety of fauna and flora species, such as the Laguna da Jansen located in São 

Luís-MA. Due to its beauty and natural resources, it is considered one of the main 

tourist attractions. activities for subsistence, since there is a group of fishermen who 

make use of fishing in the place, these are one of the factors that provided several 

landscape and environmental changes, due to the disordered urbanization that 

provided the emission of domestic effluents that are a source of contamination. 

bacteria, bringing odor and preventing the surrounding inhabitants from enjoying it. 

Thus, the objective of this work is to evaluate the growth of laguna isolates 

(enterobacteria and Pseudomonas) against copper and lead heavy metals. The 

sensitivity of the isolates to heavy metals was determined by surface inoculation of 

nutrient agar enriched with different concentrations of lead and copper salts (0,5, 1,5 

and 3,5 g/L) to determine the inhibitory concentration. Broth microdilution method 

based on the methodology adapted. The results demonstrated that the bacteria were 

resistant to lead and partially sensitive to copper at a concentration of 3,5 and 1,5 g/L 

at the lowest concentration 0,5 g/L were resistant to this metal demonstrating that the 

bacterial ones have resistance mechanisms, possibly due to stress to survive in their 

habitat that had metal concentrations. microorganisms for bioremediation to remove 

heavy metals from contaminated water and soil. 

Keywords: Lagoon of Jansen. Enterobacteria. Pseudomonas aeruginosa . Lead. 

Copper. 
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1 INTRODUÇÃO 

O ecossistema aquático é considerado, dentre os ecossistemas, o mais 

suscetível à poluição. A deterioração da qualidade da água está comumente associada 

à emissão indiscriminada de agentes poluidores, tais como efluentes domésticos, 

industriais ou agrícolas   sem o devido tratamento, causado pelo crescimento urbano 

desordenado no entorno da biota aquática. Este ambiente consequentemente pode 

conter   metais pesados, misturas tóxicas   e uma variedade de outras substâncias 

(ARAÚJO et al.,2001; MORAES, JORDÃO, 2002). 

Tradicionalmente, no Brasil, o controle da qualidade da água sempre esteve 

relacionado à eliminação de bactérias e outros microrganismos, e boa parte da matéria 

orgânica que contribui para a formação das vazões esgotáveis, é composta por um 

extenso número de microrganismos provenientes do sistema digestório humano e de 

outros animais de sangue quente (RUMMENIGGE, 2013; GERMANO; GERMANO, 

2013).                                                                                                                                                           

Os organismos patogênicos são componentes normais de todos os 

ecossistemas, entretanto a contaminação microbiológica por bactérias fecais 

subsequentes à atividade antropogênica é considerada uma questão crucial. Por este 

motivo, existe uma forte demanda por monitoramento da qualidade da água. Logo, o 

estudo microbiológico das águas urbanas é indispensável, pois fornece   informações 

sobre os impactos da poluição, a presença de riscos à saúde humana ou o potencial de 

consequências a longo prazo para esses ecossistemas e para as pessoas que deles 

dependem (BAYOUMI HAMUDA, PATKO, 2012; MCLELLAN et al., 2015). 

A água contaminada por organismos patogênicos, provenientes de fezes de 

humanos e animais, pode ser fontes de transmissão de diversas doenças (BRASIL, 

2006). Por isso, indicadores microbiológicos têm sido utilizados para verificar a 

existência de poluição. O grupo dos coliformes é um dos principais indicadores 

utilizados para avaliar a qualidade da água, entre eles incluem-se espécies do gênero, 

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Escherichia coli, esta última, é o microrganismo 

indicador de contaminação fecal mais utilizado no mundo (FORSYTHE, 2002). 
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A bactéria E. coli pertence ao grupo das enterobactérias que são bastonetes 

gram-negativos, aeróbios em sua maioria, que constituem os principais componentes 

da flora intestinal humana normal, sua presença é relativamente incomum em outros 

locais do organismo humano (MURRAY et al., 1992). 

 Segundo Costa et al. (2014), ao isolarem essa espécie de enterobactéria das 

águas salinas do Complexo Portuário de São Luís - MA, observaram que ela possui 

uma ampla adaptação e sobrevivência em diversos ambientes, devido a sua 

versatilidade metabólica. 

Estudos alternativos demonstram que por esse microrganismo sofrer alterações 

metabólicas por fatores externos do ambiente (físico-químicos e clima), não são 

considerados bons indicadores para avaliar   a qualidade da água. Portanto, faz se 

necessário o uso de microrganismos alternativos, tais como: Aeromonas, Cloristridium 

perfringens, Vibrio, Pseudomonas aeruginosa (NASCIMENTO, 2004; BASSO,2006; 

MARTINS,2009; GONZALEZ et al.,2010). 

 A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria patogênica gram-negativa e causa 

diversas lesões em seres humanos, bem como, está associada a causas de infecções 

hospitalares, além de apresentar resistência aos desinfetantes usados na limpeza 

hospitalar, o que dificulta seu controle nesses ambientes (GOUVEIA, 2007). 

Outro fator preocupante é a disseminação de bactérias resistentes a fármacos 

comerciais (anestésicos, antibióticos, anti-inflamatórios, depressivos e hormônios) que 

ocorre devido ao contato de efluentes domésticos contendo resíduos de 

antimicrobianos, que apresentam uma boa estabilidade quando expostos ao ambiente, 

contribuindo  portanto para o aumento da resistência de microrganismos já que 

favorece a transferência de genes entre bactérias (GIL, MATHIAS 2005;FENT et al 

.,2006). 

Portanto, a resistência a antimicrobianos é uma ameaça aos países que buscam 

um desenvolvimento sustentável, sendo responsável por consequências clínicas e 

econômicas graves relacionadas ao aumento da morbilidade e mortalidade. Como 

consequência, o uso inapropriado de antibióticos e principalmente a utilização em 

excesso contribui para um problema de saúde global: o aumento da frequência de 
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doenças infecciosas e emergentes devido à ineficácia dos antibióticos (LOUREIRO et 

al., 2016). 

Segundo Lima et al (2011) as enterobactérias podem ser resistentes  a  metais  

pesados, pois  a presença de um metal em um corpo d’água pode afetar os seres que 

ali habitam podendo  ser tóxico ao organismo  (podendo levar a morte ou comprometer 

suas funções metabólicas) ou pode ser bioacumulado, tendo seu efeito potencializado 

ao longo da cadeia alimentar.  

Os metais estão distribuídos nos mais diversos meios  tais como, solo, água, ar, 

sedimentos, organismos vivos e nas mais variadas propriedades e formas químicas  

(QUINÁGLIA, 2012) , a contaminação  por metais ocorre  em virtude dos despejos 

industriais em efluentes líquidos e solo, e  através do destino incorreto do lixo em geral  

com impactos eutróficos severos sobre a fauna, a flora e aos seres humanos ( 

RATTNER 2009) . 

 A  busca por métodos de tratamentos convencionais de sedimentos, solo e água 

contaminados por metais pesados podem ser dispendiosos e  ter baixa produtividade, 

além de possibilitar impactos ao ambiente devido à geração de resíduos .Entretanto, 

um dos  tratamentos promissores é a biorremediação que se caracteriza por ser um 

processo em que se utilizam microrganismos autóctones sem qualquer interferência de 

tecnologias ativas (HAKEEM, 2015).   

A biorremediação pode ser definida como um processo biotecnológico na qual se 

utiliza o metabolismo de microrganismos para a eliminação rápida de poluentes 

aquáticos como metais pesados, reduzindo a concentração a níveis aceitáveis, 

transformando-os em compostos de baixa toxicidade. Esses microrganismos podem 

adsorver estes metais a componentes presentes na superfície da parede celular, 

processo chamado de biossorção. As bactérias também podem bioacumalá-los em 

organelas ou ligá-los a proteínas no interior do seu material celular (YAKUBU 2007; 

MELO; AZEVEDO ,2008). 

A localização geográfica da   Laguna da Jansen contribui para a contaminação 

da água por enterobactérias e outros patógenos, visto que no entorno desta ocorrem 

lançamento de resíduos sólidos e efluentes domésticos. Diante disto propõe se o 

estudo para a determinação do perfil de resistência destes microrganismos a metais 
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pesados (Cobre e Chumbo) a fim de contribuir para o controle destas bactérias e avaliar 

o seu potencial para a biorremediação. 
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2   OBJETIVOS 

2.1 Objetivo   Geral 

Avaliar o crescimento de enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa isoladas do 

ambiente da Laguna da Jansen frente aos metais cobre (Cu) e chumbo (Pb). 

2.2 Objetivos    Específicos  

 Analisar o crescimento de enterobactérias e Pseudomonas sp. frente a 3 

diferentes concentrações de metais pesados em ágar; 

 Determinar a concentração inibitória mínima de espécies de bactérias 

tolerantes a metais pesados; 

 Avaliar a produção de biomassa das cepas de bactérias tolerantes a 

metais pesados; 

Determinar o pH do meio de crescimento das cepas das bactérias tolerantes a metais 

pesados 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEORICA  

3.1 Laguna da Jansen               

Uma das regiões de maior relevância em nosso país é a zona costeira brasileira 

que possui 8.500 km de extensão. Considerado um local frágil, constitui-se como um 

ecossistema peculiar, com extrema beleza natural e, por isso, é extremamente 

cobiçada. Já que é um privilégio residir e apreciar a beleza da paisagem natural, por 

esses atributos é utilizada como recurso para a especulação imobiliária e turismo, por 

isso deve ser legalmente protegida. Deste modo, muitas unidades de conservação 

foram criadas a fim de   defender o local e determinados ambientes nelas existentes 

(FREITAS,2019). 

A zona costeira é constitucionalmente considerada como patrimônio nacional, 

devendo sua proteção   mediante lei, nos termos do art. 225, § 4º, da Lei Maior, o que 

não significa ser patrimônio federal. Trata-se, na verdade, de patrimônio da Nação, de 

todos os entes federados, de todos os cidadãos. Essa mesma disposição constitucional 

determina que a utilização se fará na forma da lei, que, no caso da zona costeira, é a 

Lei Nacional de Gerenciamento Costeiro (nº 7.661, de 16.05.1988) (BRASIL,1995; 

FREITAS 2015). 

As Lagoas costeiras são ecossistemas que advêm ao longo de todo o litoral 

brasileiro, apresentando todos os níveis tróficos logo um sistema autônomo, tendo 

variações de pequenas depressões de caráter temporário, preenchidas por água da 

chuva ou do mar, até corpos de água permanentemente alagados de grandes 

extensões. A sua principal característica é a colonização por macrófitas aquáticas.  

Sendo base desta cadeia, os detritos provenientes principalmente da biomassa morta 

destes vegetais (ESTEVES, 1998b).  

As macrófitas aquáticas têm uma importância fundamental, devido a sua 

presença ser indicadora da qualidade da água, pois, estas plantas têm certas 

habilidades como a absorção de metais e o excesso de nutrientes. Por isso, são   
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eventualmente utilizadas no tratamento auxiliar de esgoto e na biomanipulação de 

recursos hídricos voltados para a qualidade de produção de peixe (PETR,2000). 

As lagunas costeiras são um dos mais importantes ecossistemas aquáticos, pois 

servem como berçário e área de proteção para peixes jovens da região costeiras 

permitindo a continuação da espécie, tendo importância comercial e sustentam 

comunidades através de várias atividades, como a indústria e turismo (HERRERA-

SILVEIRA et al., 2002). Ao longo do litoral brasileiro, as lagunas existentes são 

particularmente importantes para a pesca artesanal e atividades de lazer e turismo. 

(DIEGUES, 2002).   No Brasil, são encontradas desde o Estado do Rio Grande do Sul 

até o Estado do Maranhão (THOMAZ et al., 2001). 

 O Parque Ecológico da “Lagoa da Jansen” , localiza se no município de São 

Luís do Maranhão que possui 986.826 habitantes, sendo a 16ª cidade mais populosa do 

Brasil. Ocupa a parte  oeste da ilha do Maranhão, podendo ser localizado pelas 

coordenadas: 02°31'48’’ latitude sul 44°18'10’’ longitude oeste, e situa se  na área do 

Golfão Maranhense (IBGE, 2000).  

Há uma discussão entorno do termo lagoa, já que a água represada é salgada, o 

termo laguna é designado como uma feição geomorfológica, composta por água 

salobra e com uma via de comunicação com o mar de onde recebe aportes de água a 

cada fluxo da maré cheia (GUERRA, GUERRA, 2000).  

A Laguna da Jansen encontra-se em região urbana, cercada pelos bairros São 

Francisco, Renascença I, Renascença II, Ponta d’Areia e Ponta do Farol. Nas áreas 

adjacentes, estão localizadas as praias de maior movimento de banhistas. No dia 23 de 

junho de 1988, foi criada a Unidade de Conservação Estadual denominada Parque 

Ecológico da Lagoa da Jansen, pelo decreto-lei n° 4878, visando à preservação de 

áreas de mangue ainda existentes (MARANHÃO, 1993).   

Na década de setenta, era uma região estuarina coberta por manguezais e 

entrecortada pelos igarapés da Ana Jansen e Jaracati. Era notória a existência de 

mangues, apicuns, formações de transição e cursos d’água com extensão de 160m 
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hectares. Deste total, restam cerca de 150 ha, com profundidade média de 3,5 metros 

de lâmina d’água (MASULLO ,2009). 

As primeiras alterações na área da laguna foi a ocupação desordenada das 

áreas de mangues do bairro da Ilhinha e dos conjuntos residenciais Renascença I e II e 

Ponta do Farol , continuadas com a construção da Avenida Maestro João Nunes em 

1974 que causou a  interceptação da rede da Av. Cel. Colares Moreira em 1969/1970  

que não provocou tantos impactos para a descaracterização da área como a  Avenida 

Maestro João Nunes que foi construída em  1974 que causou a  interceptação da rede 

principal de drenagem que era o Igarapé da Jansen (MASULLO et  al., 2014). 

Durante o processo de construção  da rodovia sobre o Igarapé da Ana Jansen, 

que se encontrava  acima do nível da lâmina d’água, proporcionou a condição de 

armazenamento de água salgada permanente, originando a laguna,  a troca de água 

nesse ecossistema ocorre somente nas marés de sizígia quando o nível da maré 

ultrapassa o piso da galeria, e na estação chuvosa, pois, o aumento do  volume  de 

água doce garante o fluxo em direção ao mar ( MASULLO ,2009). 

A lâmina d’água permanente cria um ambiente infra litoral com áreas não 

expostas às marés diminuindo a taxa de renovação da água. Estas condições 

favorecem a proliferação da macrófita aquática Ruppia Marítima, criando substrato para 

as algas cianofíceas, que a partir do aumento da decomposição passam a produzir gás 

sulfídrico, que somado à decomposição dos sedimentos do fundo da lagoa corrobora 

com o odor desagradável da laguna (MONTÃNO, 2002).  

Segundo  Araújo  (2007) as ações de   urbanização na Laguna da Jansen 

causaram modificações  nos espaços permeáveis, inclusive  nas áreas de manguezais, 

convertendo-os  para locais de superfície impermeáveis, o que resultou no aumento de 

volume de escoamento superficial e da carga de poluentes, resultando em alterações 

nas características físicas, químicas e biológicas que acarretou no  aumento do 

escoamento superficial e subsequentes cargas de erosão e sedimentos às águas 

superficiais .  
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As alterações no fluxo da água,  que são provocadas  pelos  mais variados tipos 

de degradação estética, paisagística e ambiental,  proporcionam diversos prejuízos aos 

usuários da laguna, que são impedidos de  utilizar o espaço para o lazer, atividades 

turísticas, comerciais  e de usufruir da laguna para a  pesca, por causa do aumento da 

mortandade dos peixes, que acaba por trazer investimentos financeiros significativos 

aos mais variados empreendimentos (RIBEIRO, 1988).  

Os dados do LABOHIDRO (1998) demonstram que as espécies de peixes foram 

reduzidas pela metade em consequências da contaminação do parque ecológico. Antes 

dos processos de degradação, a laguna possibilitava a formação de meia centena de 

peixes, das quais algumas espécies (n=6), tinham importância comercial. Enquanto 

que, a maior parte da população que reside ou transita nas proximidades sente os 

efeitos adversos causados pela degradação do mangue. Foi constatado que há um 

grupo de pescadores artesanais que fazem o uso da pesca na laguna, e utilizam os 

peixes capturados como fonte de alimentação e o comercializam em pequena escala. 

A Resolução CONAMA nº 357, de 17 de março de 2005 menciona que um corpo 

de água salobra destinado a proteger comunidades aquáticas (classe 1) não deve 

exceder o limite de 1000 coliformes fecais por 100 mL em 80% das amostras. No ano 

de 2018, o Ministério Público do Estado do Maranhão chegou a publicar o clipping no 

dia 04 de outubro de 2018 pela assessoria de comunicação anexou no seu documento 

dados do jornal O ESTADO ,em que há  descarga direta de cerca de 1000 pontos  de 

esgoto na lagoa ,demonstrando a preocupação por parte do ministério público do  

Maranhão ( O ESTADO,2018). 

Segundo Siqueira (1995), foram encontrados valores altos de organismos 

mesófilos na água, indicando a contaminação. Diante disto, pesquisas mostram que a 

presença de bactérias mesófilas em grande número indica matéria-prima 

excessivamente contaminada. A elevada carga de resíduos líquidos provocou a 

eutrofização (LABOHIDRO, 1998.) Além disso, outros pesquisadores, estudando a 

qualidade físico química e microbiológica da Laguna da Jansen também constataram o 
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estado de poluição dessas águas (GOMES et al., 2000; SERRA et al., 2007; 

CAVALCANTE et al., 2005).  

A área da Laguna da Jansen possui altas concentrações de coliformes 

termotolerantes nas amostras de água analisadas e indicam o despejo de efluentes 

domésticos no corpo de água, que comprometem a qualidade ambiental do local.  As 

alterações histológicas detectadas nas brânquias de peixes foram de primeiro e 

segundo estágio, causadas por contaminação ambiental de xenobióticos inespecíficos 

presentes no local (Pereira et al.,2014). 

 

Figura 1.Laguna da Jansen 

 

Fonte: http://kamaleao.com/saoluis/4219/lagoa-da-jansen 

 3.2 Os Contaminantes da qualidade da água  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a maior parte das doenças 

estão associadas a maior qualidade da água, por isso os problemas relacionados à 

qualidade da água têm despertado interesse no mundo todo. Vários são os parâmetros 

para avaliar a qualidade da água físicos e químicos (turbidez, teor de sais, 

condutividade elétrica, temperatura, odor, cor, sólidos, pH, alcalinidade, dureza, matéria 

orgânica e coliformes. 
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A água, devido as suas propriedades de solvente e à sua capacidade de 

transportar partículas, incorpora a si diversas impurezas, as quais definem a qualidade 

da água (VON SPERLING, 2005). Por isso, a qualidade das águas costeiras é regida 

por dois instrumentos legais: a Resolução CONAMA Nº 357/05 e CONAMA Nº 274/00, 

que definem as classes de águas seu uso e padrão de qualidade, os principais 

poluentes e a balneabilidade (BRASIL,2000; BRASIL, 2005). 

 O grupo de bactérias composto por espécies dos gêneros Escherichia, 

Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter são ótimos indicadores para avaliar se uma água 

apresenta contaminação por fezes humana ou de animais e a sua potencialidade para 

transmissão de doenças (VON SPERLING ,1995).   

O grupo de coliformes totais constitui-se em um grande grupo de bactérias que 

têm sido isoladas de amostras de águas e solos poluídos ou não poluídos, já os 

termotolerantes são um grupo de bactérias indicadoras do trato intestinal humano e de 

outros animais, sendo a Escherichia coli uma das bactérias principais representantes 

pertencente a este grupo (AGUIAR,PINHEIRO 1999). 

3.3 Família  Enterobacteriaceae  

As Enterobacteriaceae são bactérias Gram negativas, com formato bacilar, 

apresentam ou não motilidade, dependendo da espécie, aeróbias ou anaeróbias 

facultativas, fermentam açúcares e crescem numa variedade de meios sólidos. Habitam 

comensalmente o trato gastrointestinal de vertebrados e estão entre os agentes 

patogênicos mais comuns que infectam seres humanos e animais. É também 

importante notar que, como residentes da microbiota  intestinal, podem representar 

colonização ao invés de infecção verdadeira (PATERSON, 2012). 

 A família Enterobacteriaceae constitui-se como um grupo grande e heterogêneo 

de bactérias Gram negativas. Estes microrganismos podem ser imóveis ou móveis. A 

maioria desses microrganismos se desenvolve bem à temperatura de 37°C, entretanto, 

algumas espécies são frequentemente mais ativas metabolicamente entre a 

temperatura de 25 e 30°C (HOLT et al. 1994). 
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 Elas recebem esse nome devido ao local onde habitam no trato de digestivo, 

embora sejam bactérias onipresentes, são encontradas universalmente no solo, 

vegetação, frutas e água, além de fazer parte da flora intestinal normal de muitos 

animais (RODRÍGUEZ et al.,2009). 

As enterobactérias são potencialmente patogênicas, inúmeras espécies causam 

doenças diarreicas, febre tifoide, disenteria bacilar e uma variedade de infecções extra 

intestinais, como, bacteremia, meningite, feridas, infecções do trato respiratório e 

urinário. Ainda são responsáveis por 50% de infecções nosocomiais, sendo as espécies 

Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Providencia e Serratia as que 

causam um maior número de infecção (HOLT et al. 1994). 

 

 

 

 

 

Figura 2.Enterobactérias 

 

Fonte: https://br.depositphotos.com/43434247/stock-photo-bacteria-under-microscope.html 
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3.4 Escherichia coli 

 O gênero Escherichia pertence à família Enterobacteriaceae, compreende as 

espécies E. coli, Escherichia blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii, 

Escherichia vulneris, sendo, a E. coli é a principal e a mais estudada (CAMPOS, 

TRABULSI, 2002). A E. coli é um bastonete curto, Gram-negativo, não formadora de 

esporos, medindo entre 1,1 a 1,5 µm por 2 a 6 µm, podendo ser ou não móvel, e a 

maioria das estirpes são móveis, devido à existência de flagelos peritríqueos. A 

temperatura ótima de crescimento é de 35 a 37ºC (BARNES et al. 2003; OLIVEIRA et 

al., 2004; QUINN et al., 2005). 

Esse microrganismo se caracteriza como anaeróbio facultativo, pois possui 

metabolismo respiratório e fermentativo, capaz de fermentar o adonitol, sacarose, 

salicina, rafinose, ornitina, dulcitol, lactose, glicose, maltose, manose, manitol, xilose, 

glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose, produzindo ácido e gás. Entretanto, a 

fermentação de arginina é variável (QUINN et al., 2005; ANDREATTI FILHO, 2007).  

 É encontrada em maior abundância no intestino grosso (cerca de 1012 

bactérias), atua como comensal e impede a colonização do epitélio intestinal por 

patógenos. Coloniza animais e humanos logo após seu nascimento. O parto, 

principalmente o normal, é uma das   fontes de colonização desses microrganismos por 

ter contato direto com a microbiota fecal da mãe (HOLT et al.,1994; PENNA; NICOLI, 

2001).    

No entanto, a E. coli pode se comportar como um microrganismo patogênico 

quando há a ingestão dessa bactéria através de água ou alimentos contaminados e/ou  

por cepas  que utilizam fatores de virulência  ou que produzem enterotoxinas, podendo 

causar   doenças diarreicas, infecções urinárias e nosocomiais incluindo septicemia e 

meningite (SILVA; SILVA, 2005; SOUSA, 2006).  

São reconhecidas algumas variantes de E. coli que adquiriram virulência, são 

elas: E. coli enterotoxigênica (ETEC), enteropatogênica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC), 

enterohemorrágica (EHEC), enteroagregativa (EAEC) e extraintestinal (EXPEC), etc. 
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(FRANCO et al, 2005; RODRIGUEZ, ANGELES, 2002). A E. coli faz parte do grupo dos 

coliformes fecais a 45ºC e dentre as espécies de bactérias pertencentes a esse grupo é 

considerada o melhor indicador de contaminação fecal (OLIVEIRA et al., 2004). 

 Diversos fatores contribuem para sua disseminação no meio ambiente (água, 

solo, vegetação), ela é excretada nas fezes e pode sobreviver por semanas ou meses 

nas partículas fecais, poeira e água. Por isso, pode ser encontrada no intestino de aves 

sadias, no tálamo de granjas, água, ração, poeira. Isto ocorre devido a algumas 

habilidades como: utilização de vários materiais como fonte de nutrientes e crescimento 

acelerado (ANDRADE, 2005; SAVIOLLI, 2010). 

Figura 3. E. coli 

 

Fonte:https://www.independent.co.uk/life-style/health-and-families/e-coli-bacteria-

symptoms-infection-egypt-outbreak-treatment-explained-a8525486.html 

 

3.5 Citrobacter                                                                                                                

  Os microrganismos do gênero Citrobacter têm uma variedade de espécies que 

são bacilos Gram negativos, anaeróbios facultativos e são tipicamente móveis por meio 

de flagelos peritríticos, esse gênero foi proposto em 1932 por Werkman e Gille (1932).  

Antes de 1993, só existiam apenas três espécies que até então eram reconhecidas 

Citrobacter freundii, Citrobacter koseri (Citrobacter diversus) e Citrobacter amalonaticus. 

O nome da espécie C. koseri foi aceito para substituir o nome C. diversus pela 

Comissão Judicial do Comitê Internacional de Bacteriologia Sistemática (WERKMAN; 

GILLEN, 1993). 
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 No mesmo ano,  classificou se o gênero Citrobacter  em 11 espécies, que foi  

realizada por  hibridação do DNA, então foram classificadas em: C.freundii, C.koseri, C. 

amalonaticus , C. farmeri , C. youngae , C. braakii , C. werkmanii , C. sedlakii , C. 

rodentium , C. gillenii e C. murliniae (BRENNER et al., 1993; SCHAUER et al., 1995; 

BRENER et al., 1999). 

O gênero Citrobacter ocorre nas fezes de humanos e animais, provavelmente 

como habitantes normais, frequentemente, isolado de espécimes clínicas como 

patógenos oportunistas podendo causar meningite neonatal, encontrado no solo, água, 

esgoto e alimentos, as espécies de Citrobacter crescem em vários meios de cultura, 

todas fermentam glicose com produção de gás. A maioria dos organismos são móveis e 

utilizam citrato (HOLT et al.,1994). 

As espécies de Citrobacter são frequentemente encontradas na água, solo, 

vegetação, nos alimentos e no trato intestinal de animais e seres humanos.  

Muitas infecções por Citrobacter são adquiridas em ambientes hospitalares; contudo, 

podem também ser encontrados em outros ambientes. Estudos demonstram que a 

Citrobacter spp. pode representar de 3 a 6% de todas as Enterobacteriaceae, causando 

infecção nosocomial (LIN FY et al.,1987; LAVIGNE et al.,2007; JONES et al ,1998) 

Em pacientes dos hospitais, a bactéria pode ser transmitida verticalmente da 

mãe para o filho ou horizontalmente de portadores ou outras fontes hospitalares. A 

infecção pode surgir como casos esporádicos ou surtos nosocomiais (LIPSKY et al., 

1980; DORAN, 1999).   

A C. koseri  pode causar uma forma incomumente grave de meningite neonatal, 

associada à encefalite necrosante e abscessos cerebrais, além de um amplo espectro 

de infecções  do trato urinário,  respiratório, em  feridas, nos  ossos, peritônio, 

endocárdio, meninges e  na corrente sanguínea no ser humano,  sendo o  do sistema  

urinário o mais comum, seguido pelo abdômen, pele /tecidos moles (incluindo infecção 

do sítio cirúrgico) e pneumonia(GRAHAM,BANDA,1981; LIPSKY et al.,1980; KLINE, 

1988; DORAN,1999;SAMONIS et al., 2009). 
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Diversas espécies podem ser distinguidas por testes bioquímicos, os critérios 

utilizados para interpretar os testes de suscetibilidade antimicrobiana seguem o padrão 

do grupo Enterobacteriaceae. As espécies de Citrobacter demonstram diferentes perfis 

de suscetibilidade antimicrobiana como a C. freundii que é geralmente muito mais 

resistente a agentes antimicrobianos do que C. koseri (C. diversus). (JONES et 

al.,1973; LUND et al., 1974). 

 A bactéria C. freundii tornou-se mais resistente a muitos agentes 

antimicrobianos, incluindo ampicilina e carbenicilina, de modo que a classificação das 

espécies por padrão de suscetibilidade a antibióticos não é mais válida (HOLMES et al., 

1974; VAZ MARECOS et al., 2011).  

Figura 4. Citrobacter 

 

Fonte:https://fineartamerica.com/featured/citrobacter-freundii-dennis-kunkel-microscopyscience-photo-
library.html 

 

3.6 Pseudomonas aeruginosa 

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aeróbio estrito Gram-negativo, oxidase 

positiva, móvel, apresentando um ou mais flagelos polares monotríquios. Quando é 

cultivada   em meio sólido, apresenta três tipos de colônias: grandes, lisas com centro 

elevado e bordas lisas; planas ou pequenas, rugosas e convexas e as do tipo mucosa 

(HOLT, 1984; KONEMAN et al., 2001). 
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A origem do seu nome é a junção das palavras grega pseudés (falsa) e da latina 

monas (unidade). A designação aeruginosa é derivada da palavra latina aeruginosus 

que tem relação com a cor verde escura ou azul (PAPAVERO, 1994). Em meio sólido, a 

cor das colônias pode variar de acordo com o tipo de pigmento produzido, geralmente 

são azul-esverdeadas, mas podem ser marrom ou mesmo não produzir pigmento 

(FREITAS, BARTH, 2004). O odor da colônia é bem característico, adocicado e 

semelhante à uva (HPA, 2003). 

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é considerada oportunista, pois, pode ser 

encontrada em qualquer ambiente (habitat) como água, solo, ar, vegetação, sistemas 

de distribuição e o ser humano. Pode oferecer risco â saúde de indivíduos sadios ou a 

imunocomprometido (DUBOIS, 2001). 

. A P. aeruginosa é um bastonete Gram-negativo ubíquo de vida livre encontrado 

em ambientes úmidos, como água, solo, plantas e detritos.  Ainda que raramente 

possam causar patologias em pessoas saudáveis, essas bactérias são uma grande 

ameaça a pacientes hospitalizados, particularmente aqueles com sérias doenças de 

base (DUBOIS, 2001). 

A Pseudomonas aeruginosa produz um composto extracelular com fluorescência 

verde amarelada, chamado pyoverdin. Após diversos estudos, observou-se que este 

funciona como um sideróforo O sideróforo é a capacidade que alguns microrganismos 

desenvolveram de transportar ferro (COX, ADAMS,1985 ). 

Estes microrganismos são constituídos por moléculas de baixa afinidade 

molecular que   possuem elevada afinidade com o ferro. As bactérias, que podem 

desenvolver sideróforo, podem ser utilizadas em processos de biorremediação, nos 

quais os solos poluídos são descontaminados após o metal ser quelado com o 

sideróforo.A produção de pyoverdin, anteriormente chamada fluoresceína, é 

concomitante com a produção de outro sideróforo, a pochelina. portanto, a ligação do 

ferro e a estimulação do transporte bacteriano de ferro indicaram que a piroverdina 

pode funcionar como um sideróforo para P. aeruginosa (NEILANDS ,1995; BRAUD et al 

,2009).  
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A P. aeruginosa, por ser um patógeno de origem não fecal, se propõe como 

microrganismo indicador da qualidade de águas recreacionais, pois as fontes de 

poluição não são resultantes apenas de contaminação fecal, tem-se outras   origens, 

por exemplo: através da flora presente na urina, pele, nariz e garganta. De acordo com 

a Organização Mundial da Saúde-OMS, a P. aeruginosa não é transmitida apenas por 

ingestão de água contaminada e sim por contato (DAMSTRA, 2002).  

Na Europa, a bactéria P. aeruginosa é utilizada, como padrão para avaliação e 

controle de qualidade de origem e processo de águas potáveis de mesa e minerais, 

águas tratadas, águas recreacionais, e principalmente de piscinas, assim como para a 

avaliação das condições higiênicas dos sistemas industriais (SANCHEZ; RUOCCO Jr., 

2004). 

A água fresca é o reservatório ideal para esse organismo (WHO, 2003), podendo 

habitar regiões superficiais a médias da zona limnética, e sobrevive por vários meses à 

temperatura ambiente (STANDING COMMITEE OF ANALYSTS, 2002). A bactéria pode 

ser encontrada também no solo, plantas e dejetos (DUBOIS, 2001).  

Entretanto, sua presença em hospitais, representa um grande fator de risco, pois, 

consegue sobreviver em superfícies de materiais inertes, além de ser resistentes a 

materiais de limpeza hospitalar, podendo habitar nas pias, equipamentos de ventilação, 

soluções detergentes, instalações de banheiro e até nas mãos dos profissionais de 

saúde (DUBOIS, 2001). A bactéria resiste também às altas concentrações de sais, 

corantes, antissépticos fracos e aos antibióticos utilizados com maior frequência 

(SHRIVASTAVA et al., 2004) 

Uma de suas principais características é sua versatilidade nutricional e 

metabólica.  É capaz de utilizar diversos compostos orgânicos em meios desprovidos 

de fatores de crescimento e pode tolerar altas temperaturas como a 42°C, ainda que a 

faixa de crescimento ideal esteja compreendida entre 25 e 37°C (HOLT,1994; TODAR, 

2002). Na comunidade científica, esta bactéria causa preocupação por sua extrema 

versatilidade, poder de adaptação e resistência a vários ambientes e antibióticos 

(TAVARES, 2001). 
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 Os pesquisadores Sanchez e Ruocco Jr. (2004) afirmam que a P. aeruginosa 

em altas concentrações é responsável por resultados falso-negativos das análises 

colimétricas, causando interferência ao grupo dos coliformes. Já Banning et al. (2003) 

observaram que a bactéria P. aeruginosa possui vantagem sobre E. coli e demais 

membros do gênero Enterobacteriacae, representando, portanto, risco à saúde pública 

quando realizaram um estudo comparativo de microrganismos que crescem em 

comunidades mistas nos biofilmes de águas subterrâneas. 

Diante disto, são necessárias mais   pesquisas por métodos mais sensíveis e 

específicos para a detecção e identificação de P. aeruginosa em água e solo, para 

minimizar o risco e a transmissão de doenças e infecções em pessoas mais 

susceptíveis e ao público em geral (HARDALO; EDBERG ,1997).  

Figura 5. P. aeruginosa 

 

Fonte:https://cosmosmagazine.com/biology/why-a-common-hospital-infection-is-so-hard-to-wipe-out 

 

3.7 Resistência de bactérias a antibióticos  

Uma das maiores ameaças à saúde pública mundial e ao meio ambiente é a 

resistência de bactérias a antimicrobianos (HUANG et al., 2012). A resistência 

antimicrobiana (AMR, da sigla em inglês para antimicrobial resistance) é um dos 

desafios aos sistemas de saúde contemporâneos. Pesquisas recentes estimam que 

podem haver 700 mil mortes anualmente causadas pela resistência de bactérias a 

antimicrobianos. De acordo com as estimativas, até 2050, a AMR poderá causar mais 
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mortes que o câncer, se não houver uma mudança de abordagem para conter o 

problema (O’NEILL, 2015). 

Esse fenômeno atinge praticamente todos os antibióticos já utilizados. Por isso, 

são necessários estudos para compreender como ocorre a disseminação de resistência 

de antibióticos em microrganismos patógenos e como se processa a seleção dos genes 

associados a essa evolução que confere resistência (BHULLAR et al., 2012). 

O intestino do homem e dos animais servem como um reservatório, sendo um 

dos que mais contribui para que haja resistência de microrganismos Gram-negativo. 

Isto ocorre especialmente por pessoas ou animais que fazem tratamento com a 

utilização de antibióticos (WELLINGTON et al., 2013). Um fator preocupante a se 

considerar é o uso indiscriminado desses fármacos, podendo acarretar em efeitos 

colaterais preocupantes, como por exemplo a seleção de bactérias resistentes (RUPPÉ, 

LASTOURS, 2012). 

Alguns estudos expuseram que o ambiente aquático, como por exemplo, 

(lagunas e lagos) é o mais propício para que ocorram os efeitos de toxicidade aquática, 

genotoxicidade, alterações endócrinas e troca de genes, conferindo resistência a 

microrganismos patogênicos frente a antibióticos.  Isto ocorre devido à emissão de 

efluentes domésticos, hospitalares e industriais em ambientes aquáticos que contêm 

resquícios de antibióticos, contribuindo para a resistência desses patógenos aos 

fármacos (DAMSTRA et al., 2002; KIM et al. ,2007; TAMBOSI et al., 2010; LESSA et al. 

,2011).  

Um dos mecanismos de resistência de microrganismos mais importante é a 

degradação do antimicrobiano, que ocorre pela catálise de enzimas (ANVISA, 2014). O 

primeiro estudioso que observou a resistência natural de microrganismos aos 

antibióticos foi Alexander Fleming. Ao descobrir a penicilina em 1929, ele descreveu 

que as cepas de Pseudomonas aeruginosa não foram mais inibidas pelo antibiótico, 

como eram anteriormente (BOSCARIOL, 2013). 
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A possível causa dessa resistência foi descoberta por Abraham e Chain, em 

1940, que demonstraram em seus estudos que nos extratos de Escherichia coli há uma 

enzima capaz de destruir a ação da penicilina, a qual denominaram penicilinase 

(BOSCARIOL, 2013). 

Os mecanismos de evolução podem ocorrer quando os genes de resistência 

fazem parte do código genético do microrganismo, ou adquirida. Quando os genes não 

estão presentes no código genético da bactéria, sendo a ela incorporada de diversas 

formas, como por um processo de mutações que ocorrem no microrganismo, durante 

seu desenvolvimento reprodutivo e que há alterações na cópia de sequência de bases 

que formam o DNA é uma forma de evolução adquirida (BOSCARIOL, 2013). 

 Outra causa é a incorporação, por transferência horizontal ou vertical dos genes 

causadores do fenômeno da resistência, na qual a transferência de genes horizontal 

pode ser de microrganismos da mesma espécie ou de espécies diferentes (BAPTISTA 

,2013). 

Segundo Caumo et al. (2010) o resistoma é o conjunto dos genes de resistência 

de bactérias patogênicas a antimicrobianos e as que são utilizadas compreendem 

somente uma pequena fração dos genes múltiplos que codificam proteínas que tenham 

resistência ou que podem se ligar aos fármacos, tornando essas moléculas inativas.  

Esses genes são a principal fonte externa de resistência a antibióticos, os 

principais mecanismos de resistência das bactérias a antibióticos são: alteração da 

permeabilidade, alteração do sítio de ação do antimicrobiano, bomba de efluxo e 

mecanismo enzimático (CAUMO et al.,2010). 

3.8 Resistência a metais pesados  

As bactérias, que possuem a capacidade de sobreviver a concentrações tóxicas 

de metais pesados, apresentam mecanismos genéticos específicos de resistência a 

esses metais, sendo isoladas de diferentes fontes ou ambientes (SILVER; MISRA, 

1988; MINDLIN et al., 2001).  
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No meio ambiente (biota aquática ou solo), os metais pesados selecionam as 

espécies variantes com um maior potencial de resistência de forma semelhante à 

seleção de cepas aos antibióticos, uma vez que, ambos os genes de resistência estão 

ordinariamente localizados nos mesmos dados genéticos. Por isso, é relativamente 

corriqueira a associação de resistência ao metal e ao antimicrobiano em uma mesma 

cepa bacteriana (FOSTER, 1983; MCINTOSH et al., 2008). 

 Os microrganismos possuem várias vias de resistências, como transporte ativo 

de substâncias, bombas de efluxo, alteração da sensibilidade a íons metálicos em sítios 

específicos, extrusão por barreiras de permeabilidade, sequestro de metais pesados 

complexados e especiação de metais, isto ocorreu, devido à necessidade que estes 

bacilos tiveram para contornar o estresse por metais pesados, em retorno à pressão 

seletiva desses metais no seu habitat (BRUINS et al., 2000; LEVY, 2002; NIES, 2003). 

A não susceptibilidade para com certos biocidas, conhecida como resistência 

bacteriana, vem se desenvolvendo em muitas bactérias Gram-negativas, como nas 

espécies de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e a família de 

Enterobacteriaceae. Esta resistência se dá por meio de plasmídeos codificados, nos 

cromossomos por meio de mutação ou ampliação dos genes endógenos e a 

associação a elementos de DNA como os transposons (MAILLARD, MOORE, PAYNE, 

2004).   

Matyar et al (2010) ao avaliarem cepas isoladas do Mar Mediterrâneo, 

observaram que 31.9% das Pseudomonas testadas no estudo foram resistentes a 

concentrações acima de 3,200 mg/L de cromo, e  observaram que 54,3% dos isolados 

de P. aeruginosa isoladas de biofilmes foram resistentes à  concentração inibitória 

mínima (CIM) entre 800 a 3200 mg/L de cobre. 

 Já Shakoori e Muneer (2002), ao avaliarem microrganismos isolados de 

curtumes no Paquistão, observaram que 67% dos isolados toleraram concentrações de 

cobre superiores a 400 mg/L.Karbasizaed et al.  (2003), observaram que cerca de 60% 

das bactérias de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, que foram isoladas de 
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infecções nosocomiais em um hospital na localidade de Isfahan/Iran foram resistentes à 

concentração de 1750 mg/L de cobre. 

Hahn et al.  (2015) ao avaliarem o perfil de resistência a metais pesados em 

microrganismos isolados do Rio dos Sinos, RS, Brasil, observaram que 44,39% dos 

microrganismos apresentaram CIM acima de 802,27 mg/L de níquel; 40,97% CIM acima 

de 509,24 mg/L do metal cobre e 12,92% dos microrganismos CIM acima de 707,04 

mg/L de cromo. Ainda que as concentrações de metais na água estejam nos limites da 

legislação vigente, notou-se que, ao longo das coletas, houve microrganismos 

resistentes aos metais pesados.  

Shakoori e Muneer (2002) ao estudarem bactérias isoladas de águas residuais 

de efluentes industriais no Paquistão, notaram que 100% de resistência a cromo 

hexavalante  de  concentrações de 280 até 400 mg/L. Já Sundar et al. (2011) testaram 

46 microrganismos isolados na Bacia do Rio Palar/Índia e 40 desses foram resistentes 

a concentrações entre 100 até 500 mg/L de cromo trivalente; 5 resistentes a 

concentrações entre 500 e 1500 mg/L de cromo trivalente e um isolado com resistência 

superior a 1500 mg/L de cromo trivalente. 

Os resultados do estudo Silva et al. (2003), demostraram que a resistência ao 

metal pesado entre as bactérias é generalizada. As estirpes isoladas mostraram uma 

tolerância extrema (até 100mM) aos metais testados, tais como, Zn, Ni, Cd (exceto Cu). 

Silva (2011) ao estudar 91 cepas de bactérias que foram isoladas do processo de 

compostagem, demonstrou que 41,8% dos isolados foram resistentes ao cromo, 41,8% 

ao cobre, 94,5% ao zinco e 96,4% ao chumbo. 

 Portanto, as adaptações estruturais, fisiológicas e genéticas, bem como, na 

especiação dos metais para formas menos tóxicas de bactérias encontradas em água e 

solo poluídos é a forma que elas encontraram para sobreviver (WUERTZ, 1997). 
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3.9 Metais pesados  

Os metais pesados são um grupo de elementos químicos que apresentam 

número atômico maior que 20 ou peso específico maior que 6 g.cm-3 (AGARWAL, 

2009), portanto são oligoelementos com densidade relativamente elevada. São 

constituintes naturais da crosta terrestre, rochas, sedimentos, águas e em seres vivos 

de forma geral em baixas concentrações, geralmente em condições naturais. Eles não 

representam riscos para as plantas, animais e aos humanos (HOODA et al., 2008).  

A realização de atividades antropogênicas como  mineração, fundição e 

irrigação, além de outras atividades, efluentes industriais  e o uso do lodo de esgoto e 

águas residuais para a irrigação, expõe os minerais metálicos a processos reativos 

naturais de oxidação, elevando a sua solubilidade e adsorção, impactando  o meio 

ambiente e a qualidade dos ecossistemas  devido, à incorporação  destes  metais 

pesados, trazendo  prejuízos para  o meio ambiente e à saúde humana (COSTA et al., 

2004; KHAN et al., 2011; ABIOYE, 2011; MARTIN et al., 2012; HAKEEM et al., 2015). 

 Os elementos que estão no grupo dos metais pesados são: arsênico, cobre, 

chumbo, cádmio, mercúrio, zinco entre outros. Estes são os ecologicamente mais 

significativos. O intemperismo das rochas e atividades vulcânicas faz com que os 

metais liberados fiquem suspensos na atmosfera e posteriormente, são arrastados 

pelas massas de ar, chegando à água pela deposição e pela chuva (KHAN et al.,2011; 

AGARWAL, 2009; THAKUR, 2006).   

Os metais pesados não são biodegradáveis e, por isso, apresentam uma 

tendência à bioacumulação, permanecendo ao longo do tempo nos diversos níveis 

tróficos no ambiente representando um risco a longo prazo (KONYA et al., 2005; LIAO 

et al., 2008). 

 Por  isso, estes podem interferir no crescimento das populações microbianas e 

na atividade metabólica, como por exemplo, danos  à estrutura da membrana celular e 

do DNA, alteração da especificidade de enzimas e na conformação do DNA  e 
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rompimento de funções celulares e consequentemente, causa impactos sobre a 

diversidade microbiológica  (BRUINS et al., 2000 ; ROANE et al., 2000). 

Durante as duas últimas décadas, grande atenção tem sido dada à gestão da 

poluição ambiental e seu controle, devido aos materiais perigosos. Os metais pesados 

referem-se a um grande grupo que não são biodegradáveis como a matéria orgânica, 

portanto eles persistem no ambiente a longo prazo.  Além disso, muitos são tanto 

industrialmente como biologicamente essenciais, mas tornam-se tóxicos com o 

aumento da concentração (THAKUR, 2006; HAKEEM et al., 2015; SHUKLA et al., 

2011).  

A contaminação no solo  e na agua  ocorre pelo descarregamento de resíduos 

sem nenhum tipo de  tratamento por inúmeras indústrias que são fontes  para a 

realização das atividades ordinárias da agricultura causando riscos devido à adição 

destes metais pesados na cadeia alimentar dos humanos e animais (APPEROTH et al., 

2010; BALIK et al., 2002).   

Para analisar a mobilidade e disponibilidade do solo, são analisadas várias 

propriedades físico-químicas, como a dissolução, precipitação, adsorção-dessorção, 

troca iônica, pH e teor de matéria orgânica, garantindo a regulação do mesmo. Em 

alguns casos, pode ocasionar a perda total da fertilidade do solo, refletindo na estrutura 

da microflora no solo, a bioacumulação de metais em sedimentos marinhos e de solos. 

É importante para aumentar os níveis de concentração de partículas de metais em 

suspensão nos repositórios, como, por exemplo o cobre (HAKEEM et al., 2015; KHAN 

et al., 2011; SINGH et al., 2009).   

Os metais pesados são os poluentes mais nocivos por causa da sua toxicidade 

aos seres humanos. Alimentos, água, ar ou adsorção pela pele e medicamentos são 

veículos para a entrada de metais pesados no ser humano. Estes metais trazem vários 

prejuízos à saúde humana como a alteração na função neurológica e na produção de 

neurotransmissores, deficiências cardiovasculares, influência nos sistemas endócrinos, 

imunológicos, gastrointestinal, reprodutivo e urinário (BHARTI, 2012; MANAHAN, 2010). 
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3.10 Cobre  

O cobre é um elemento químico com o símbolo (Cu), pertencente ao grupo 11 (I-

B) da tabela periódica de número atômico 29 e massa atômica 63,55 g/mol. É um Metal 

marrom avermelhado, dúctil, maleável, condutor de eletricidade e nobre, apresenta 

quatro estados de oxidação: metálico (Cu0), íon cuproso (Cu+), íon cúprico (Cu+2) e o 

menos encontrado o íon trivalente (Cu+3) (QUINÁGLIA, 2012; AZEVEDO, 2003).   

Desde muito tempo, o cobre é conhecido pela humanidade (período neolítico). O 

homem utiliza o cobre combinado com outros metais ou puro. Na natureza, ele está 

presente como sulfeto, arsenito, cloreto, carbonato e na sua forma elementar, em 

sedimentos e partículas em suspensão, ocorre naturalmente em rochas, no solo, água 

e ar. Sua concentração na crosta terrestre é por volta de 60 mg/kg naturalmente, sendo 

por volta de 0,5 a 1000 mg/L em águas superficiais (QUINÁGLIA, 2012; APPEROTH et 

al., 2010; MANAHAN, 2010).  

O termo cobre é de origem latina, cuprum, derivado da palavra cyprium, usada 

para designar a ilha de Chipre, que foi a principal fonte do metal no mundo antigo 

(Maar, 2008). O cobre pode ser encontrado em diversas atividades antrópicas que  

incluem mineração, indústrias de geração de energia, linhas de transmissão, 

enrolamento de motores, equipamentos hidráulicos, nas formulações de pesticidas para 

agricultura, algicidas, fertilizantes, tintas, corantes entre outros (PRASAD et al., 2006; 

SINGH et al., 2009; AZEVEDO; CHASIN, 2003). 

Esse metal é importante para  o equilíbrio dos sistemas aquáticos  em pequenas 

concentrações e é considerado um elemento fundamental para algumas atividades 

celulares da comunidade aquática, No entanto, pode tornar-se tóxico e, em organismos 

mais sensíveis, pode causar mortalidade ou estresse sub-letal, assim reduz  a 

capacidade dos organismos aquáticos de competirem efetivamente no seu habitat 

(MAZON et al., 2000).  

A toxicidade do sulfato de cobre (CuSO4) na biota aquática varia de acordo com 

o organismo, levando se em consideração vários fatores: sensibilidade, estágio de 
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desenvolvimento, idade, tamanho, atividade, ciclo reprodutivo e status nutricional do 

organismo exposto (PELGROM, 1994). 

O metal Cu é relevante para várias reações enzimáticas, no ser humano por 

exemplo, perfaz um oligoelemento da dieta, auxilia na síntese da hemoglobina, na 

absorção de ferro e no metabolismo do colágeno, entre outras funções. Já nas plantas 

é conhecido por ser um micronutriente essencial para a nutrição do vegetal, é 

necessário para a realização da atividade das metaloenzimas, ainda é um elemento 

chave na produção da fotossíntese e nos transportes de elétrons (ROANE, MILLER, 

2005; PRASAD et al., 2006; QUINÁGLIA, 2012). 

 Alguns alimentos são fontes de cobre, tais como, a soja, castanhas, mexilhões, 

fígado, ostras, entre outros. O recomendado na dieta humana é de 1,5-2,0 mg por dia, 

pois, ele não se decompõe biologicamente tornando se tóxico em altas doses 

(HAKEEM et al., 2015; MARTIN et al., 2012).  

Em excesso, a concentração de cobre causa irritação no sistema nervoso 

central, distúrbios gastrointestinais, toxicidade hepática e renal.  Provoca danos no 

DNA, nos lipídios e proteínas em animais, humanos e em certas condições nas plantas. 

Existem casos de pessoas que sofrem de doença de Wilson's, o cobre acumula-se 

principalmente no fígado (MARTIN et al., 2012; HAKEEM et al., 2015). 

O CuSO4 é utilizado contra a estratificação da água e no controle do crescimento 

acelerado de uma comunidade de algas (microalgas e as cianobactérias), em meio 

aquático, todavia pode apresentar efeitos negativos, como o acúmulo de matéria 

orgânica no sedimento, que estimula o metabolismo microbiano e a eliminação do 

oxigênio dissolvido (HANSON, STEFAN, 1984). 

O pesquisador Mazon  (1997), ao  estudar sobre a  bioacumulação de cobre, 

constatou que o íon  acumula-se nas brânquias, no fígado, no rim, no intestino e no 

estômago de curimbatá (Prochilodus scrofa) quando expostos durante 96 h,  às 

concentrações de 0,025 e 0,029 mg/L.  
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Vários estudiosos demonstraram que a acumulação  de cobre nos tecidos tem 

relação direta com a concentração deste no meio aquático, conforme tem sido 

observado em diversas espécies de peixes(MAZON et al., 2000; DIAS, 2003). 

 Zagatto (1995) observou o acúmulo de cobre nas vísceras de Tilapia rendalli e 

Oreochromis niloticus, da represa de Guarapiranga. Já Varanka (2001) verificou o 

acúmulo de cobre no fígado de carpas (Cyprino carpio) e Pelgrom et al.,(1995) estudou   

o acumulo de metais em girinos de Rana catesbeiana, Mazon et al., (2000) notaram 

que  o rim e o fígado são os locais de maior acumulação das  espécies de peixes 

(MAZON et al., 2000). 

O sulfato de cobre é um irritante gástrico em humanos cuja ingestão 

desencadeia emese quase imediata de coloração azul-esverdeada, reduz a quantidade 

de cobre residual disponível para a absorção. Após a ingestão exasperada de sulfato 

de cobre que excede aproximadamente 1 grama, ocorrem manifestações sistémicas de 

intoxicação, como: ulcerações, hemorragia da mucosa gastrintestinal, hemólise aguda e 

hemoglobinúria, necrose hepática, nefropatia com azotemia e oligúria, cardiotoxicidade 

(hipotensão, taquicardia), taquipneia, rabdomiólise e manifestações do sistema nervoso 

central (BARCELOUX, 1999).  

A presença de microrganismos patogênicos e suas toxinas na corrente 

sanguínea caracteriza-se como um estado infeccioso generalizado(sepctemia), a 

invasão transmural destas bactérias no aparelho lesado pode trazer complicações ao 

quadro de evolução do paciente intoxicado por cobre (LEHNINGER, 2002). 

  Segundo Porto (2005), a intoxicação aguda que ocorre pelo sulfato de cobre é 

rara e acidental, a intoxicação manifesta-se por náuseas, vómitos, diarreia, anemia 

hemolítica e, nos casos mais graves, insuficiência renal, hepática e coma. 

Figura 6. Cobre 
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Fonte: pt.wikipedia.org 

 

3.11 Chumbo    

O chumbo derivado do latim plumbum é um elemento químico de símbolo Pb , 

e número atômico 82, com massa atómica igual a 207,2 u, pertencente  ao grupo 14 da 

tabela periódica, é um metal cinza azulado com uma alta densidade (11,48 g mL-1). 

Dissolve-se facilmente em solução de concentração média de ácido nítrico (8M), 

produzindo os íons chumbo II, e à temperatura ambiente encontra-se no estado sólido 

(VOGEL,1981).  

      O chumbo ocorre naturalmente, entretanto raramente é encontrado na sua 

forma natural, habitualmente encontra-se combinado com outros elementos formando 

compostos de chumbo, desta forma consegue tornar-se mais estável e acumula-se no 

ambiente. Podendo ainda existir em duas formas: orgânica e inorgânica (U.S. 

DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2007).  

Segundo Klassen (2008), o chumbo inorgânico corresponde à forma 

predominante, em que o chumbo se encontra tanto no ambiente como no solo, tintas 

antigas, gasolina e outros produtos. Já o chumbo orgânico é a forma menos comum, 

entretanto é a mais tóxica, devido à quantidade que o corpo consegue absorver. Por 

isso, o tempo de exposição ao chumbo orgânico deve ser levada a sério. 

O chumbo, é um elemento tóxico, e devido seu largo emprego na indústria 

(petrolífera, de  tintas , corantes, cerâmica e bélica , entre outras ), torna-se um meio de 

contaminação  para o meio ambiente especificamente  no solo , água, no ar, por conta 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B3mica
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da  emissão de fumaça por veículos automotores e indústrias,  e no  ser humano  pela 

ingestão de alimentos sólidos e líquidos (LARINI ,1987; NRIAGU, 1988). 

A toxicidade do Pb, interfere em funções celulares, por meio da formação de 

complexos com ligantes como  enxofre, fósforo, nitrogênio e  oxigênio (S, P, N e O), o  

metal traz casos críticos ao sistema nervoso, para a  medula óssea e aos rins, devido à 

desmielinização e à degeneração dos axônios, prejudicando funções psicomotoras e 

neuromusculares, tendenciando a  implicações como: irritabilidade, cefaléia, 

alucinações, interfere em várias fases da biossíntese do heme, e contribui  para a  

manifestação de anemia sideroblástica (SILVA, MORAES, 1987 ) . 

O metal Chumbo contribui para alterações de processos genéticos ou 

cromossômicos, inibindo a restauração do DNA e proporcionando a formação de câncer 

(LARINI, 1987; NRIAGU, 1988; OGA, 1996). 

Estudos sobre a toxicidade do chumbo na infância revelaram que estes podem 

ter efeitos permanentes, trazendo como consequência diminuição nos quocientes de 

inteligência e deficiência cognitiva. No processo de   desenvolvimento de uma criança, 

o sistema nervoso pode ser afetado adversamente por valores menores do que 10 µg.L-

1, níveis que antes eram considerados seguros (LANPHEAR,2000; GENNARO 2002). 

Figura 7. Chumbo 

 

Fonte: pt.wikipedia.org 

 

3.12 Biorremediação  

A biorremediação de modo geral pode ser definida como o uso de processos 

bioquímicos por meio da atividade de microrganismos, para degradar, transformar e/ou 
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remover contaminantes de uma matriz ambiental, como água ou solo, sendo que estas 

bactérias, fungos ou plantas podem estar presentes no local contaminado de ocorrência 

natural/nativos ou ser adicionados/cultivados (BERNOTH et al., 2000).   

 Geralmente, os microrganismos mais utilizados para biorremediação são as 

bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As bactérias são as mais empregadas e, 

por isso, são elementos de grande importância em trabalhos que envolvem a 

biodegradação de contaminantes. São importantes, em função de seus efeitos 

bioquímicos que possibilitam a destruição e a transformação de contaminantes 

potencialmente perigosos em compostos menos danosos ao ser humano e ao meio 

ambiente (NRC, 1993). 

 A interação entre microrganismos e metais pesados advém desde o início da 

vida no planeta, há aproximadamente 4 bilhões de anos, o que permitiu a evolução de 

sistemas biológicos das bactérias conferindo resistência e permitindo a sobrevivência 

em ambientes contendo elevadas concentrações de metais. Desta forma, o sucesso da 

técnica de biorremediação depende dos microrganismos que são resistentes e 

tolerantes, capazes de manter suas funções metabólicas diante destes metais (VALLS 

et al., 2002; SILVER, PHUNG, 2005). 

 Segundo Hutchinson e Symington (1997) a exposição prolongada aos metais 

impõe uma pressão de seleção que favorece a proliferação de microrganismos que 

toleram metais. Deste modo, faz-se necessário o isolamento destes microrganismos em 

áreas contaminadas, devido à pressão que o meio exerce nas comunidades 

microbianas, promovendo uma espécie de seleção natural (LIMA ,2012; SILVA et 

al.,2012).  

 A entrada do metal pesado na célula pode ocorrer por duas vias, uma 

inespecífica e outra de grande especificidade (BIONDO, 2008). A primeira por via de um 

gradiente quimiosmótico da membrana citoplasmática (transporte passivo), e a segunda 

envolve hidrólise de ATP (transporte ativo) (NIES, SILVER, 1995).  
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Muitos são os mecanismos que foram desenvolvidos para a resistência e 

tolerância de bactérias de metais pesados, destacam-se a biossorção, precipitação, 

biomineralização, produção de sideróforos, biossurfactantes e proteínas ligantes, que 

podem sobrepor-se na aquisição de metais pesados presentes no meio (CAMARGO et 

al., 2007).  

Já os processos de biorremediação, podem ser classificados em dois grupos: o 

primeiro grupo explora as atividades enzimáticas metal-redutase das bactérias (redução 

direta) e o segundo, envolve a utilização de sulfeto de hidrogênio, produzido 

biologicamente para reduzir ou precipitar metais (redução indireta) (BRUSCHI, 

GOULHEN, 2007). 

No caso das bactérias Gram negativas, por exemplo, a entrada de cátions 

metálicos diva lentes (Mn+2, Fe+2, Co+2, Mi+2, Cu+2 e Zn+2) ocorre passivamente 

pelo sistema de incorporação de Mg+2 (MIT), devido à similaridade estrutural (NIES, 

1999).  

Para haver a homeostase das bactérias o processo deve ser bem controlado, 

esta  captação de íons pela célula microbiana  ocorre  por meio do  transporte ativo 

realizado pelas ATPases, que são proteínas que fazem o transporte de metais pesados 

para o lado de fora da membrana celular bacteriana e com função de gerir resistência 

aos metais pesados (NIES, SILVER, 1995; RENSING et al., 1999).  

Essas proteínas transportadoras impedem a acumulação dos íons de metais 

tóxicos, como o Pb+2, Cu+, Ag+, Zn+2 e Cd+2 (NIES, 1999).No entanto, fatores como 

o pH, temperatura e concentração de poluente afetam o metabolismo microbiano e 

promovem ou inibem a atividade enzimática (WHITELEY,LEE, 2006; RODRIGUEZ, 

MONTELONGO et al., 2006). 

Vários trabalhos têm demonstrado a influência de fatores ambientais na 

resistência e remoção de metais por isolados bacterianos  resistentes (SILVA et al., 

2009; ANDREAZZA et al.,2010; SANUTH et al.,2010; GIONGO et al .,2010; 
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CHATTERJEE et al.,2012; TURGAY et al .,2012;  ZHANG et al .,2012;  ANDREAZZA et 

al.,2013). 

 

4 MATERIAL E MÉTODO 

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Federal do Maranhão, 

Campus Bacanga nos Laboratórios do Programa de Controle de Qualidade de 

Alimentos e Água da Universidade Federal do Maranhão (PCQA-UFMA). 

4.1 Coleta e preparo das amostras  

Para a coleta dos matérias na laguna da Jansen foi solicitado uma autorização 

no site do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis -

IBAMA, através do sistema de autorização e Informação de Biodiversidade – SISBIO, 

acessando os serviços de licenciamento ambiental federal gerando assim um código de 

autorização Nº 65972-1. 

4.1.1 Amostras de água  

As amostras foram coletadas em cinco pontos diferentes na laguna da Jansen no 

período de fevereiro a novembro de 2018. As coletas foram realizadas a uma 

profundidade mínima de 30cm, utilizando um frasco (esterilizados) de 500 mL, após as 

coletas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo 

trituradas e posteriormente foram transferidas para o PCQA-UFMA (Rodrigues Júnior; 

2019). 

4.1.2 Amostras de sedimento  

 

As amostras foram coletadas em três pontos da laguna da Jansen sendo um 

localizado na região central e os outros dois próximos a áreas urbanas, usando uma 

draga metálica cerca de 500g de sedimento foram coletadas e armazenadas em 

recipientes higienizados de plástico (Rodrigues Júnior; 2019). 
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4.1.3 Amostras de peixes  
 

Segundo Rodrigues Júnior, (2019), as coletas de peixes foram realizadas no 

período de 4 e 5 horas da manhã na Laguna da Jansen entre os meses de fevereiro a 

dezembro de 2018, sendo capturadas 4 espécies Tainha (Mugil incilis), Urubarana 

(Albuba vulpes), Tilápia (Oreochromis urolepis) e Pirapema (Megalops atlanticus). 

4.1.4 Preparo das amostras  

Para o preparo das amostras, realizou se uma diluição de proporção de 1:10 

para as amostras de sedimento e peixe em uma solução salina a 0,85 % de cloreto de 

sódio (NaCl), sendo retiradas 10 gramas de amostra e transferidos 90 Ml do diluente. 

Para o preparo dos peixes retirou se as escamas e vísceras e com o auxilio de uma 

faca estéril cortou os em forma de filé, às amostras de água foram inoculadas 

diretamente nos meios de cultura devidamente esterilizados (Rodrigues Júnior; 2019). 

4.1.5    Isolamento e identificação bioquímica das enterobactérias  
 

A quantificação foi realizada pela técnica dos tubos múltiplos. Para isso, foi 

inoculada alíquotas de 10 mL, 1mL e 0,1mL das amostras, em três séries de cinco  

tubos contendo caldo Lactosado  em concentração simples e duplas com tubos de 

Durham invertidos  Após a incubação por 24 a 48 horas a 35ºC na estufa, os tubos que 

apresentaram turvação e gás no tubo foram considerados positivos , transferiu se 

alíquotas dos tubos positivos  para o caldo EC com o auxílio da alça de níquel cromo 

,posteriormente foram incubados em banho maria a 45°c por um intervalo de 24 a 48 

horas os que apresentaram turvação e produção de gás foram considerados 

positivos(Rodrigues Júnior; 2019). 

Após utilizou se a técnica de estrias por esgotamento com o auxilio da alça de 

níquel cromo no ágar eosina azul de metileno (EMB), as placas foram invertidas e 

incubadas a 35°C por 24 horas na estufa. As colônias negras com brilho metálico foram 

repicadas em tubos contendo ágar triptona de soja (TSA). 

Posteriormente foram incubadas a estufa a 37°C por 24 horas para a 

identificação das cepas de realizou se o teste de bioquímicos utilizando o sistema 
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Bactray  para bacilos Gram -negativos (Laborclin,Paraná, Brasil),os testes realizados 

incluíram o teste IMVIC (Indol,caldo Vermelho de Metila e Citrato),segundo a 

metodologia descrita no Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology 

(BERGEY;KRIEG;HOLT,1994). 

Já as cepas que não foram identificadas por os testes já descritos foram 

submetidas ao sistema Bactray com o preparo de uma suspensão bacteriana em água 

estéril com culturas ativas de bactérias de em 24 horas e distribuídas nos conjuntos de 

Bactray I e II sendo 20 provas no total (Rodrigues Júnior; 2019). 

4.1.6   Isolamento e Identificação bioquímica de Pseudomonas aeruginosa 
 

A quantificação foi realizada pela técnica dos tubos múltiplos. Para isso, foi 

inoculada alíquotas de 10 mL, 1mL e 0,1mL das amostras, em três séries de três tubos 

contendo caldo Asparagina em concentração simples e duplas. Após a incubação por 

24 a 48 horas a 35ºC na estufa, os tubos que apresentaram florescência com coloração 

esverdeada na presença de luz ultravioleta foram considerados como positivo. 

Os tubos foram retirados alíquotas com uma alça de platina e inoculou-se em 

tubo contendo caldo acetamida, encubou-se os tubos em uma estufa a 35ºC de 24 a 48 

horas. Decorrido o tempo de incubação, os tubos que apresentaram coloração rosa 

foram considerados Pseudomonas (Rodrigues Júnior; 2019).         

 

4.2 Suscetibilidade pelo método de microdiluição em ágar 
 

Neste trabalho foram selecionados 163 isolados, sendo 131 cepas de 

enterobactérias (70 isoladas da água,34 do sedimento, 27 do peixe) e 32 cepas de 

Pseudomonas aeruginosa, e analisou se a tolerância destes frente a sais de metais 

pesados de  CuSO4 e Pb (NO3)2    pela técnica de microdiluição em ágar. 

Todos os isolados identificados pertencentes a família Enterobacteriaceae e do 

gênero Pseudomonas aeruginosa, foram submetidos à variadas concentrações de 

chumbo e cobre, para verificar a suscetibilidade destas, neste experimento as 
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concentrações tiveram como padrão as concentrações permitidas pela Resolução 

357/2005 do CONAMA que dispõe sobre a classificação dos corpos de água e 

diretrizes ambientais para o seu enquadramento. A concentração máxima aceitável de 

chumbo e cobre é de    0,001 e 0,005 mg/L.  converteu se o valor para grama e utilizou 

se como padrão mínimo o valor de 0,5 g/L Este valor foi empregado no método de 

microdiluição em ágar além do triplo do valor máximo permitido (1,5 g/L), e   

concentração máxima de (3,5  g/L) . 

Determinou-se a tolerância dos isolados da laguna da Jansen  (enterobacterias e 

Pseudomonas ), frente  a sais de metais pesados  pelo método de microdiluição em 

ágar frente a três concentrações distintas (0,5 g/L,1,5 g/L e 3,5g/L ) dos metais  Cu e 

Pb, conforme metodologia adaptada do CLSI (2011) e Farias (2016) .Os seguintes sais 

metálicos  foram utilizados: sulfato de cobre CuSO4 e nitrato de chumboPb (NO3)2 

,todos os sais metálicos foram adquiridos à  MERCK.  

Alíquotas de 10 µL dos isolados foram depositadas de forma pontual com o 

auxílio de uma micropipeta na superfície de ágar nutriente suplementado com as 

diferentes concentrações de cobre e chumbo. Em seguida, as placas foram incubadas a 

35ºC durante 24 horas. Transcorrido o período de incubação. foi avaliado o crescimento 

celular dos isolados nas diferentes concentrações dos metais cobre e chumbo. Os 

isolados que apresentarem crescimento serão classificados como bactérias tolerantes, 

já os que não apresentaram crescimento, ou  que houver  menor desenvolvimento na 

região da placa serão classificados como susceptíveis.  

 

Figura 8. Suscetibilidade pelo método de microdiluição em ágar. 
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Fonte: o autor 2019 

4.3  Determinação da concentração mínima inibitória em caldo. 

 

A determinação da concentração inibitória mínima foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo com base na metodologia adaptada do CLSI (2011) e 

Nascimento et al. (2010). Neste ensaio, selecionaram-se 6  cepas de espécies de 

enterobactérias (E. coli e Citrobacter diversus) e  3 de Pseudomonas aeruginosa  

isoladas da água, sedimento e peixe, totalizando 9 cepas. 

As cepas foram ativadas em caldo nutriente, com crescimento de 24 horas e 

posteriormente , transferidas em   alíquotas de 10uL para tubos eppendorffs contendo 1 

mL do caldo nutriente enriquecido com diferentes concentrações de cobre (1,5 g/L) e 

chumbo ( 3,5 g/L), incubaram-se se os tubos em  uma estufa a 37ºC por 48 horas.  

Para controle negativo, utilizou-se o meio de cultura contendo o metal sem 

inoculação. Como controle positivo, foi utlizado o meio de cultura inoculado com as 

bactérias sem metal. Posteriormente, os tubos que apresentaram  turbidez foram  

considerados positivos para o crescimento da bactéria e selecionados para a 

determinação da biomassa e pH. A concentração que for capaz de interromper o 

crescimento da bactéria (meio sem turvação) foi considerada a concentração inibitória 

mínima deste metal, em relação ao microrganismo avaliado.    

Figura 9. Microdiluição em caldo 

 

  

 

Fonte: o autor 2019 

 

 

4.4   Determinação da Biomassa e pH 
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  A determinação da biomassa  e pH  foi realizada   após a incubação  dos tubos  

durante 48 horas a 37°C. Os que apresentaram turbidez, portanto foram considerados 

positivos. Mediu se o pH para cada amostra. Logo após, pesaram-se os tubos 

eppendorfs  vazios, anotou se, e logo após colocou-se 1 mL do metal com os isolados 

da bactéria, e transferiu-se os tubos contendo a amostra para a centrifuga  por cerca de 

aproximadamente 15 minutos para a deposição da biomassa ,descartou-se o meio 

líquido depois  os eppendorffs abertos foram colocados em um frasco fechado contendo 

sílica e algodão  para a estufa de secagem  durante 24 horas a 35 °C,depois pesou se 

o eppendorff  com amostra e  calculou-se conforme  a equação 1:  { Biomassa = [ 

(eppendorff + amostra) –  (eppendorff vazio) ] }  (Equação 1) }. 

Figura 10. Medição de pH das 9 amostras 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor 2019 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 5.1 Susceptibilidade dos isolados da água frente ao cobre nas concentrações de 

3,5 g/L,1,5g/L e 0,5g/L. 
 

Quanto a sensibilidade  das estirpes isoladas da água da Laguna da Jansen, ao 

cobre nas  concentrações de 3,5 g/L   53  % (n=37)  das estirpes se apresentaram 

resistentes ao metal ,na concentração de 1,5 g/L  91 % (n=64) das enterobactérias 

demonstram se resistentes ao metal pesado sensibilidade ao metal, já na concentração 

de 0,5 g/L todas as cepas foram resistentes ,observou se então que a resistência das 

bactérias aumenta ao se diminuir a concentração do metal. 

Gupta et al., (1997) observaram que um dos mecanismos de resistência que 

geralmente está relacionado ao elemento Cu, são os mecanismos de efluxo aos genes pco 

pelos quais a substância é removida ativamente da célula. Na figura 9 apresenta se o 

percentual das cepas de bactérias que foram inibidas apenas na concentração de 

3,5g/L e 1,5g/L visto que na concentração de 0,5g/L o total de cepas que foram inibidas 

foi igual a zero. 

Figura 11.Percentual de cepas de bactérias retiradas da água que foram inibidas pelo 
Cu2+ na concentração de 3,5 g/L e 1,5 g/L. 

 

 

Fonte: o autor 2019 
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Dentre as espécies de enterobactérias a que apresentou maior sensibilidade foi a 

Citrobacter diversus 78% e 33 % na concentração de 3,5 e 1,5 g/L respectivamente. 

Das cepas de Escherichia coli que é a bactéria majoritária isolada da água da 

laguna da Jansen (n=35), apenas 43 % das cepas de foram sensíveis na 

concentração de 3,5g/L e 6% na concentração de 1.5 g/L. 

Cardonha et al., (2004),ao estudarem  64 cepas de E. coli   isoladas    das lagoas 

de captação e praias da cidade de Natal, no Rio Grande do Norte,  observaram que  

37,5% (n=24 )  foram  resistentes a dois ou mais metais pesados combinados, na maior 

concentração  testada  250 µg mL-1  e que todas as cepas  apresentaram resistência ao 

Zn e ao Cu.  

No trabalho de Barros  et al .,(2014) ao analisarem  cepas de E.coli , isoladas de 

praias de São Luís do Maranhão,  observaram que  o     metal  de  CuCl2  teve  efeito  

bactericida em várias cepas de  E. coli  apenas 39 cepas demonstraram resistência  nas 

concentrações  de 1mM,  2mM  , 4 mM do metal ,sendo  61,5%   na concentração de  

1mM,  53,8% quando  a  concentração foi de 2mM e 23,1%  na concentração 4 Mm. Estes 

valores mostram que as enterobactérias apresentam maior sensibilidade, ao se 

aumentar a concentração dos metais. 

Segundo o IBGE (2002) A maior parte da população urbana, indistintamente ao 

status financeiro e social, habitam em áreas ainda não contempladas por um sistema 

de coleta e tratamento de esgoto. Durante os últimos 15 anos no Brasil   relatos da 

presença de bactérias resistentes a metais pesados em ambientes aquáticos tem 

aumentado consideravelmente, por isso foram realizados vários estudos  demonstrando 

que há  bactérias resistentes aos metais pesados  provenientes  e identificadas da  

água de rios , lagos, oceanos, lagoas de captação  e baías  (Card onha et al., 2004; 

Viana, 2011; Martins et al., 2014;Barros et al., 2014). 

5.1.2 Susceptibilidade dos isolados da água frente ao chumbo nas concentrações 

de 3,5 g/L,1,5g/L e 0,5g/L. 
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As estirpes de enterobactérias da água foram resistentes ao metal chumbo, nas 

3 concentrações testadas não interferindo no crescimento podendo   então ser 

incorporado na biomassa das bactérias. Martinez et al. (2010), ao estudarem bactérias 

isoladas do Rio Almendares, notaram que estes apresentavam 100% de resistência ao 

chumbo em três concentrações distintas. Outros pesquisadores como Moraga et al., 

(2003) ao estudarem   a resistência a metais pesados em bactérias isoladas da Baía de 

Iquique selecionaram 43 estirpes. Estes constataram que 100 % das  cepas estudadas 

foram resistentes 100 % ao Pb e  77,7% ao Cu . 

Neste contexto a concentração permitida pela Conama (CONAMA n° 274, de 

2000), colabora para a evolução das bactérias conferindo resistência ao metal. Isto 

pode ser relacionado aos despejos dos efluentes domésticos produzidos na água pela 

maioria das cidades brasileiras que não são 100% tratados.  A   figura 10 apresenta   a 

diferença   no crescimento das cepas de E. coli, Kl. ozanae e C. freundi no meio de 

cobre e chumbo sendo na concentração de 3,5 g/L. 

    Demonstrando como os metais interferem no crescimento, sendo nítido o 

crescimento no meio contendo os sais de chumbo e a sensibilidade das mesmas 

estirpes ao metal cobre visto que as estirpes não crescerem no meio deste metal. 

Figura 12. Diferença das cepas no meio de cobre e chumbo na concentração de 3,5 
g/L. 

.  
Fonte: O autor (2019). 

5.2 Suscetibilidade de enterobactérias isoladas do peixe frente ao metal cobre nas 

concentrações de 3,5g/L,1,5g/L e 0,5 g/L. 
 

  O lançamento inadequado de efluentes domésticos ao ambiente aquático,                                                     

proporciona um acréscimo de bactérias nesse meio, principalmente as 

enteropatogênicas, ocasionando  na contaminação dos peixes por estarem em contato 
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direto com água contaminada, desta forma estes contaminados por bactérias como 

Aeromonas e Vibrio podem levar a um ciclo de contaminação quando consumidos pela 

população e  ocasionar  danos a quem o ingere (JANDA; ABBOT, 1998; NEYTS et al., 

2000; FELDHUSEN, 2000; VASUDEVAN et al., 2002; SAUTOUR et al., 2003; HÅSTEIN 

et al., 2006; MATTÉ et al., 2007). 

 

Todas as cepas analisadas demonstraram se sensíveis ao metal cobre de 3,5 

g/L, na concentração de 1,5 g/L 67% das estirpes foram resistentes ao cobre e numa 

concentração de 0,5 g/L todas as bactérias foram resistentes. 

Uma das condições que pode  favorecer  esta resistência é absorção do cobre 

por estes microrganismos que são capazes de  reduzi-lo , pois estas bactérias possuem  

metabolitos que fazem a transformação do cobre divalente (Cu(II)) para o cobre 

monovalente (Cu(I)) facilitando a entrada do cobre nas células, e  assim melhorando a 

mobilidade do cobre no ambiente, consequentemente, aumentando a capacidade de 

remoção do cobre pelos microrganismos (ANDREAZZA et al., 2011c). 

Na figura 13 apresenta se o percentual das cepas de bactérias isoladas do peixe 

que foram inibidas apenas na concentração de 3,5g/L e 1,5g/L visto que na 

concentração de 0,5g/L o total de cepas que foram inibidas foi igual a zero. 

Figura 13. Percentual de cepas de bactérias retiradas do peixe que foram sensíveis ao 
Cu2+ na concentração de 3,5 g/L e 1,5 g/L. 

 

Fonte: O autor (2019). 
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Todas as estirpes foram sensíveis na concentração de 3,5 g/L, já numa 

concentração de 1,5g/L as cepas de Citrobacter diversus e Escherichia coli foram 33 % 

sensíveis ao metal cobre. Arredondo, Núñez, (2005 ) dizem que existem vários  fatores  

de resistência das bactérias como a redução de metais por  enzimas, a forma como 

realizam o  transporte de cobre por exemplo, adaptações ao meio  no caso de 

microrganismos que  cresceram  em concentrações deste  metal  e a atividade das  

metalotioneínas e chaperonas que controlam a  homeostase do cobre celular retendo  o 

íon cobre não livre no citosol .  

Damato et al., (1998) estudando uma espécie de peixe, Hyphessobrycon 

callistus, constatou que o cobre foi o metal mais tóxico para este peixe. Carmo ( 2015) , 

ao estudar a resistência de metais a bactérias isoladas do efluente liquido de triunfo do 

RS constatou que 78,6% apresentaram resistência a  nitrato de chumbo(2,88g.L-1) e 

42,9% dos isolados apresentaram resistência à  sulfato de cobre pentahidratado (2,4 

g.L-1). 

Um dos fatores que pode estar relacionado com a sensibilidade  por cobre nas 

enterobactérias da Laguna da Jansen, deve se ao metal ser   comumente  encontrado 

em efluentes de indústrias petroquímicas, logo a concentração em que pode haver na 

laguna é baixa,  como este metal não está presente em concentrações maiores, as 

bactérias não precisaram evoluir seus mecanismos  para sobreviver no ambiente já que 

o mesmo  está em concentração baixa (Barakat, 2011). 

5.2.1 Suscetibilidade de enterobactérias isoladas do peixe frente ao metal chumbo 

nas concentrações de 3,5g/L,1,5g/L e 0,5 g/L. 

 Os isolados do peixe frente ao chumbo foram resistentes ao metal nas três 

concentrações 3,5g/L ,1,5g/L e 0,5 g/L   este não interfere no crescimento dessas 

bactérias, podendo então ser incorporado na sua biomassa. Uma das razões para isto 

deve se ao chumbo ser um metal comumente encontrados em águas residuárias e 

industriais evidenciando uma maior probabilidade de estar na laguna e em maior 

concentração já que os microrganismos tiveram que se adaptar (César et al., 2012) 
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A contaminação de metais pesados em rios lagos ou lagunas é preocupante 

devido ao tempo podendo levar meses   para detectar estas substancias metálicas nos 

organismos bentônicos (REBELO, 2005), a figura 14 demonstra algumas estirpes dos 

isolados de enterobactérias frente aos metais cobre e chumbo  na concentração de 1 ,5 

g/L . 

Figura 14. Crescimento das bactérias no meio de cobre e chumbo na concentração de 
1,5 g/L. 

  
Legenda:S.cholerasius (27), E. coli (33,34), C. freundi (32,37), C. amalonaticus (38), C. 

diversus (36), não identificada (30). 
Fonte: O autor (2019). 

 
 

5.3 Suscetibilidade dos isolados do sedimento frente ao metal cobre nas 

concentrações de 3,5g/L, 1,5g/L e 0,5 g/L. 

 

O motivo para que haja diversos estudos ligados à qualidade dos ambientes 

aquáticos, deve se ao fato de não se levar em consideração somente a qualidade da 

água, mas, do mesmo modo a vegetação, os organismos aquáticos e os sedimentos 

suspensos e /ou fundo (MOURA,2002). Apenas 29 % dos isolados do sedimento 

apenas foram resistentes   na concentração de 3,5 g/L já na concentração de 1,5 g/L 

,68% das estirpes foram resistentes e na concentração de 0,5 todas as cepas foram 

resistentes. 

Zampieri (2015) ao estudar bactérias resistentes a metais pesados em 

sedimentos da Baía do Araça, em São Sebastião (SP), observou que à concentração  

inibitória  mínima de 1600 μg mL-1 apenas  ( 2%)  das cepas cresceram nesta  

concentração  frente ao metal Cu  e nenhuma conseguiu resistir à maior concentração 

3200 μg mL-1. A figura 15  apresenta a sensibilidade das enterobactérias isoladas do 

sedimento frente ao cobre . 
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Figura 15. Percentual das cepas de bactérias retiradas do sedimento que foram 
sensíveis ao Cu 2+ na concentração de 3,5 g/Le 1,5g/L. 

 

Fonte: O autor (2019). 

A  figura 15  mostra que todas as estirpes de E.coli na concentração de 3,5 g/L 

foram sensíveis ao cobre, seguido da C.freundi (n=6) 33% ,Para a avaliação da 

sensibilidade de isolados do sedimento a metais pesados na concentração de 1,5 g.L, 

somente 35 % de 34 bactérias foram sensíveis ao cobre. No trabalho de Silva et al., 

(2015) sobre o isolamento de Enterococcus spp. de sedimento do Lago Igapó na cidade 

de Londrina-PR demonstrou que 100% dos isolados foram tolerantes a todos os metais 

(Cu, K, Pb e Zn), demonstrando que outras espécies de bactérias Gram negativas já   

apresentam tolerância aos metais estudados. 

No trabalho de Sumita et al., (2007)  a avaliação da interação de Cobre em 

Chromobacterium violaceum bactéria Gram negativa mostrou que a interação entre 

Cobre não foi proeminente, demonstrando que para outros gêneros de bactérias Gram 

negativas o cobre pode se apresentar como um metal não relevante não influenciando 

no crescimentos destes microrganismos. 

Segundo Hortellani (2005), um dos maiores repositórios de poluentes no 

ambiente aquático, mesmo quando as concentrações na água são baixas ou 

inexpressivas, este acúmulo de contaminantes nos sedimentos tende a ocorrer por 
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adsorção no material particulado e posterior deposição no fundo ou por mecanismos 

físico-químicos, como a floculação e precipitação direta. Neste sentido é importante e 

faz-se necessário utilizar-se o sedimento como um indicador ambiental de poluição, 

servindo para mapear, traçar e monitorar fontes antropogênicas de contaminação e/ou 

anomalias causadas por processos geoquímicos naturais. 

5.3.1 Suscetibilidade dos isolados do sedimento frente ao metal chumbo nas 

concentrações de 3,5g/L, 1,5g/L e 0,5 g/L. 

Os isolados do sedimento foram resistentes ao metal chumbo nas três 

concentrações testadas 3,5 g/L,1,5g/L e 0,5g/L .Segundo Vaughan e Hakenkamp(

2001), afirmam que os microrganismos que vivem no sedimento são propícios a 

selecionarem seus genes conferindo resistência para a sua sobrevivência  no meio, já 

que os sedimentos são um importante local de deposição de metais. 

 Deste modo as bactérias que o residem podem atingir altas densidades em 

relação a outros microrganismos devido à disponibilidade de matéria orgânica como por 

exemplo a Corbicula flumínea (amêijoa asiática),  que é um organismo representativo 

comum em muitos sistemas, geralmente  reside em sedimentos onde os metais são 

tipicamente depositados e filtra um grande volume de água, neste contexto  sugere se  

que muitas bactérias entram em contato com as superfícies de Corbicula. 

 Este resultado implica em que as bactérias possuem resistência , um dos fatores 

que podem estar relacionado  são os mecanismos potenciais que fazem uma seleção 

nesta se enquadram em três amplas categorias: corresistencia (determinantes de 

resistência fisicamente ligados a um elemento genético), resistência cruzada (o mesmo 

determinante de resistência confere resistência a múltiplas toxinas) e coregulação : 

expressão de determinantes de resistência sob controle da mesma via regulatória 

(AENDEKERK et al. , 2002 ; PERRON et al. ,2004 ).  

Como estas possuem diversos mecanismos traz dificuldades para o pesquisador 

discernir qual o mecanismo que está envolvido em uma comunidade bacteriana, isto se 

deve pela multiplicidade de vias de resistência a antibióticos e metais utilizadas por 

bactérias (SILVER,1998; ALONSO et al. 2001; DAVIES, 2010; PERRON et al, 
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2010). Na figura 16 tem se os crescimentos de estirpes de enterobactérias no meio de 

cobre e chumbo na concentração de 0,5 g/L. 

 

Figura 16.Cepas no meio de cobre e chumbo na concentração de 0,5 g/L. 

 

Fonte: O autor (2019). 

 

5.4 Comparações das estirpes da água, sedimento e peixe isolados da laguna da 

Jansen frente ao metal cobre nas concentrações de 3,5g/L, 1,5g/L e 0,5 g/L. 

 

A suscetibilidade das enterobactérias frente ao metal pesado varia de acordo 

com o meio, como foi observado que estes microrganismos só foram sensíveis ao metal 

cobre além disso deve se levar o local na qual estas foram isoladas.  Como mostra a 

figura 17. 

 

 

Figura 17. Resistencia de Enterobactérias isoladas da água, peixe e sedimento no 
meio de cobre nas concentrações de 3,5 g/L, 1,5 g/L e 0,5 g/L. 
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Fonte: O autor (2019). 

 

 A figura 17 mostra que as bactérias que possuem maior resistência ao cobre 

nas 3 concentrações são, os isolados da água foram os que apresentaram maior 

resistência seguido dos isolados do sedimento. já os isolados do peixe foram sensíveis 

na concentração de 3,5 g/L e resistentes na concentração de 1,5g/L e 0,5 g/L. 

No caso dos isolados do peixe, deve-se ao poder dos metais penetrarem nas 

plantas e animais aquáticos (peixes), através da superfície do corpo, estruturas 

respiratórias, e também pela ingestão que fazem do material particulado e da água, 

criando uma condição de toxicidade, devido a acumulação dos metais nestes 

organismos (MELVILLE, BURCHETT, 2002).  

Já a ocorrência de contaminação por metais em ambientes naturais como o 

sedimento  tem papel formidável no que diz respeito a conservação e desenvolvimento 

de resistência,  devido os metais não estarem sujeitos a degradação e por esse motivo 

podem representar uma pressão de seleção a longo prazo (BAKER et al. 2006).Este é 

um dos fatores que faz os microrganismos do sedimento mais resistentes do que os 

isolados do peixe. 

 Já agua possui maior contaminação devido, a intensa ocupação humana, 

nas regiões costeiras  causa forte pressão sobre os frágeis ecossistemas que  se 
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encontram nestes ambiente proporcionando a poluição por efluentes domésticos 

e industriais , despejos de esgotos  levando a contaminação da água e dos seres 

que ali habitam (LAMPARELLI  et al.,2001;ABESSA  et al. ,2008; SAMPAIO et al., 

2008). 

Por essa evolução das bactérias vários estudos são realizados, devido a   

capacidade de remoção de metais pesados pela biomassa bacteriana, estas são 

utilizadas por exemplo no tratamento de água e resíduos líquidos contaminados. A 

eficiência desse processo tem sido observada, estudos demonstram elevadas 

porcentagem de remoção de metais. No tratamento de efluente secundário da estação 

de tratamento de esgoto foi obtida a remoção de cobre e chumbo em 74,61% e 61,9% 

respectivamente a partir da adição de 55 mg de biomassa seca de bactérias (AL-

GHEETHI et al., 2014). 

No trabalho de Chandra et al., (2010),  estudando a biorremediação da bactéria 

termofílica  Geobacillus thermodenitrificans  comprovou que esta foi capaz de remover 

com  melhor eficiência o ferro (43,94%), seguido do cromo (39,2%) e cádmio (35,88%), 

e em menor taxa o chumbo, cobre, cobalto e zinco utilizado  em tratamento de águas 

residuais industriais, demonstrando que as taxas de remoção são diferenciadas entre 

os metais, isto se deve aos  seus mecanismos de resistência a cada metal. 

 Carpio et al. (2014) ao estudarem  o tratamento de água contaminada por 

metais em biorreatores, que  obtiveram  a remoção do cobre presente na água de forma 

mais eficiente na utilização de biofilme bacteriano associado com carvão ativado (47%) 

do que apenas com carvão ativado (17%).Assim a presença de bactérias entéricas na 

área da Laguna da Jansen que é proveniente da descarga de esgoto não tratado, 

colabora para a ocorrência de transferência de genes entre elas e a comunidade 

bacteriana nativa, proporcionando a resistência a metais pesados das bactérias 

isoladas neste estudo. 

 5.5 Suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa isoladas da laguna da Jansen 

frente ao metal pesado cobre nas concentrações de 3,5g/L, 1,5 g/L e 0,5 g/L. 

 

   A   Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria normalmente encontrada na água 

e no solo, é um patógeno de animais e plantas. Essa bactéria tem sido considerada um 

fenômeno de resistência devido à diversidade de mecanismos que possui, portanto, 
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representa um risco potencial para a população. A figura 18 mostra o percentual de P. 

aeruginosa que foram sensíveis ao metal Cu. 

Figura 18. Percentual de Pseudomonas aeruginosas no metal cobre nas concentrações 
de 3,5g/L, 1,5g/L e 0,5g/L. 

 

Fonte: o autor (2019). 

 

Diante do exposto analisou sua sensibilidade ao metal cobre os resultados 

obtidos demostram que na concentração de 3,5 g/L do metal cobre 50% das cepas de 

P. aeruginosa foram sensíveis ao cobre e ao diminuir a concentração do metal 

aumentou se a resistência das bactérias 78%  e todas as cepas foram resistentes na 

concentração de 1,5 g/L . Ao se diminuir a concentração dos metais observa se que 

aumenta o crescimento da bactéria do gênero Pseudomonas aeruginosa  

Estudos demonstram que a P. aeruginosa é uma bactéria mais sensível ao 

cobre, porém, é capaz de crescer em altas concentrações de cádmio, mercúrio, cobalto, 

lantânio, lítio e zinco. Esta utiliza vias como sistema de efluxo, formação de biofilme e 

reações de óxido-redução como vantagem para as linhagens que vivem em 

comunidades que contém estes metais. Desta forma é um exemplo de bacilo que é 

resistente a metais pesados, que são considerados os maiores poluentes da água 

(FILALI et al., 2000; GAIL et al., 2003). 

Um dos compostos relacionados à tolerância de metais pesados são os 

sideróforos (agentes quelantes de ferro com propriedades de solubilização desse  

metal),isto ocorre devido ao ferro ser abundante   em diversos  ambientes porém sua 
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disponibilidade é  baixa   trazendo competição  e proporcionando o desenvolvimento de 

novos mecanismos, este  é essencial aos microrganismos por ser essencial  na redução 

de oxigênio  para a síntese de ATP .Uma maior sensibilidade a metais tóxicos foi 

observada em estirpes mutantes de Pseudomonas aeruginosa que eram incapazes de 

produzir sideróforos. Além disso, foi observado um aumento na produção de sideróforos 

em razão da presença e aumento da concentração de cobre e níquel em meio de 

cultura (ABREU et al.,2007; MARTINEZ,2006; BRAUD et al., 2010).  

 Carpio et al., (2016)  relataram que experimentos com meio de cultura com a 

adição de metais pesados  têm sido realizados com o intuito de estudar o potencial de 

remoção de metais pesados por bactérias, pois estas  conseguem retirar   metais  

pesados de lagos, rios e efluentes  como por exemplo o consórcio de várias bactérias 

resistentes a metais pesados isoladas de rio contaminado, apresentaram capacidade 

de remoção de 450 mg g -1 de cobre em sua biomassa seca. 

Os valores de CIM podem variar de acordo com o meio de crescimento utilizado, 

pois este interfere no nível de complexação entre os cátions metálicos e os 

componentes do meio de crescimento, e observaram que   a uma diminuição do 

crescimento de P. aeruginosa no meio quando há a exposição a concentrações 

crescentes de metais pesados (Carpio et al.,2016)   

Koedam et al., (1994), ao estudarem isolados de Pseudomonas spp. frente aos 

metais pesados  detectaram que estas eram altamente fluorescentes e esses isolados 

têm alta capacidade de resistir e acumular um ou mais metais misturados como as de 

Cr (VI), Cu (II), Cd (II) e Ni (II).  

No trabalho de Singh et al., (2010) ao estudarem oito isolados de Pseudomonas 

do esgoto de efluentes industriais de águas residuais da estação de tratamento de 

Paonta Sahib H.P.  Na Índia, frente aos metais de: cromo, cobre, níquel, cádmio, todos 

os isolados exibiram alta resistência a metais pesados com um mínimo concentração 

inibitória (CIM) para metais pesados variando de 50 µg / ml a 350 µg / ml. Todos os 

isolados também apresentaram múltiplas tolerâncias aos metais pesados e antibióticos. 

O teste de tolerância a metais pesados indicou maior tolerância ao cobre (300 µg / ml) e 

menor para o Cromo. 
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 Hussein et al.,(2003 ) ao estudar quatro linhagens   de   Pseudomonas                                                                            

observaram que estas tem  uma boa capacidade de resistir e acumular diferentes íons 

metálicos de : Cr (VI), Cu (II), Cd (II) e Ni (II)  estes foram isolados da estação de 

tratamento de esgoto de Alexandria, Alexandria, Egito. As linhagens foram 

caracterizadas e identificadas como Pseudomonas fluorescens que resistem ao Cr (VI), 

três outras linhagens da espécie P. putida, resistentes ao Cu (II), Cd (II) e Ni (II).  

 Hussein (2004) ao estudar a biossorção de Pseudomonas a metais obteve os 

seguintes resultados, já a extensão dos valores de captação de cobre Cu (II) e cromo 

Cr (VI) exibidos variou entre 8,9 e 238 mg / g de biomassa. 

5.6 Suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa isoladas da laguna da Jansen 

frente ao metal pesado chumbo nas concentrações de 3,5g/L, 1,5 g/L e 0,5 g/L. 
 

Quanto a resistência de Pseudomonas aeruginosa frente ao metal chumbo 

observou que houve um aumento na resistência das bactérias ao se diminuir a 

concentração do metal conforme tabela 6 os valores encontrados foram de 91%,97% e 

100 % respectivamente nas concentrações de 3,5 g/L, 1,5 g/L e 0,5 g/L. 

Diante da sua resistência comprovada de antibióticos ,matérias de limpezas e a 

metais e pela habilidade de transformar em energia as moléculas orgânicas por vias 

metabólicas como compostos  alifáticos e aromáticos como o fenol ainda há relatos que 

esta tem a capacidade de  utilizar mais de 90 compostos orgânicos diferentes como 

fonte de energia., faz da bactéria P. aeruginosa um bom agente de biorremediação 

(BAKER;HERSON,1994;WRENN,1996; ALEXANDER, 1999).A figura 19 demonstra o 

percentual de Pseudomonas aeruginosa sensíveis ao metal chumbo . 

Figura 19. Percentual de Pseudomonas aeruginosas no metal chumbo nas 
concentrações de 3,5g/L, 1,5g/L e 0,5g/L. 
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Fonte: o autor (2019). 

 

Na concentração de 3,5 g/L de chumbo 9% das bactérias foram sensíveis ao 

metal, na concentração de1,5 g/L apenas 3% das cepas foram sensíveis ao chumbo, já 

na última concentração todas foram resistentes. No trabalho de Guilherme, Silva, (2000) 

identificação de P. aeruginosa em águas de consumo e de hemodiálise obtiveram 

respectivamente 8,9% e 11,6% indicando a resistência da bactéria ao cloro e sugere 

uma inibição do grupo coliforme. 

 Neubauer et al., (2000)     abordou sobre a capacidade desta bactéria formar 

complexos estáveis entre sideróforos e outros cátions metálicos diferentes do ferro. 

Braud et al., (2009a,b) no seu trabalho ao estudarem os dois sideróforos (pioverdina e 

piochelina)  mais produzidos por Pseudomonas aeruginosa  frente a 16 metais   (Ag+ , 

Al3+, Cd2+, Co2+, Cr2+, Cu2+, Eu3+, Ga3+ , Hg2+, Mn2+, Ni2+, Pb2+, Sn2+, Tb3+, Tl+ e  Zn2+)  

comprovaram que essa bactéria é   apta  a quelar todos estes metais. 

Teitzel,Parsek (2003) no estudo de Resistência de metais pesados do biofilme de 

Pseudomonas aeruginosa  planctônica analisaram  a suscetibilidade ao metal pesado 

em duas maneiras: inibição do crescimento (CIM) e toxicidade (MBC),os  autores 

revelam que as  células de P. aeruginosa de natação livre eram suscetíveis aos metais 

pesados testados na seguinte ordem de suscetibilidade: Zn2 Cu2 Pb2, reafirmando que o 

cobre  tem um efeito inibidor mais acentuado do que o chumbo. A CIMS medidos de 

chumbo e de zinco foi menor do que o relatado anteriormente para P.aeruginosa (24 a 

48 mM para Zn e 15 mM para Pb). 
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Devido aos seus  mecanismos de  resistência alguns trabalhos já utilizam a 

Pseudomonas na biorremediação de metais pesados, No trabalho de  Naz et al., 

(2016), utilizando diversas estirpes dessa bactéria , eles obtiveram melhor eficiência na 

remoção de metais com a estirpe de Pseudomonas sp., em que foi 29 possível a 

remoção de 37% de chumbo, 32% de níquel, 29% de cobre e 32% de cromo presente 

em efluente. Estes dados são importantes pois demonstra que os mecanismos de 

resistência da Pseudomonas são mais evoluídos para o chumbo ao se comparar com o 

cobre. Na figura 20 tem se as cepas de Pseudomonas aeruginosa no meio de cobre e 

chumbo na concentração de 1,5 g/L. 

Figura 20. Pseudomonas no meio de chumbo e cobre na concentração de 1,5g/L. 

 

Fonte: O autor (2019). 

5.7 Pigmento das Pseudomonas aeruginosa no meio de ágar nutriente com os 

sais dos metais de cobre e chumbo. 

Ao realizar se o teste de suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa frente aos 

metais cobre e chumbo nas concentrações de 3,5g/lL,1,5 g/L e 0,5 g/L percebeu se que 

além da resistência que aumentava  ao se diminuir a concentração dos sais  de Cu 2+ e 

Pb 3+ a coloração do meio de chumbo apresenta fluorescência enquanto as cepas no 

meio de cobre possui fluorescência sob a luz UV, a figura 21 apresenta as cepas de 

Pseudomonas no meio de chumbo sob luz ultra violeta (UV) . 

Figura 21.Fluorescência das Pseudomonas no meio de chumbo. 
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Fonte: O autor (2019). 

HPA (2003) relata que em meio contendo cetrimida a Pseudomona aeruginosa 

produz piocianina, no meio de ágar nutriente sob luz  uv, produz fluorescência no 

comprimento de onda de 360±20nm. 

 O’malley et al., (2003), demonstrou no seu trabalho que o pigmento piocianina 

presente em celulas procariontes e eucariontes tem mecanismos de ação que está 

ligado à capacidade de produzir reações de óxido-redução, formação e acúmulo de 

superóxido e peróxido de hidrogênio. este pigmento difunde se passivamente pela 

membrana celular e reduz o nadh e nadph sob condições aeróbicas. os elétrons são 

transferidos da forma reduzida da piocianina para superóxido gerando O2 e H2O2. 

Segundo Tredget et al., (2004). A piocianina , do latim pio (pus) e do grego 

kÿanos (relativo ao azul escuro), é um pigmento solúvel em água e sua principal função 

é extrair íon ferro e nutrientes para a sobrevivência da bactéria P. aeruginosa .Já os 

autores Guilherme , Silva, (2000; ) e Tancredi et al., (2002) acreditam que o pigmento 

formado exclusivamente pela P. aeruginosa esteja envolvido com as interferências nas 

análises colimétricas . 

A maior parte dos trabalhos que estudam a presença da piocianina em P. 

aeruginosa foram realizadas com células eucariotas, principalmente nos episódios 

hospitalares de infecções respiratórias (ERGIN & MUTLU, 1999; LOUREIRO et al., 

2002; TODAR, 2002; PAVIANI et al., 2004).  

Cepa de Pseudomonas na figura 22 ( a ) no meio de chumbo apresentando 

fluorescência e na figura 22 ( b ) no meio de cobre que  não possui  pigmento 

piocianina. Ramalho et al., (2002) ao estudar a Pseudomonas aeruginosa demonstra 
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que esta produz vários pigmentos. Como a pioverdina (amarelo - esverdeado), 

piomielina (marrom) e piorrubina (vermelho). 

Freitas; Barth (2004) descrevem que geralmente o pigmento produzido por este 

bacilo são azul-esverdeadas, podendo também ser marrom ou mesmo não produzir 

pigmento. Portanto conclui se que o pigmento produzido pela P.aeruginosa no meio 

cobre não produz pigmento apresentando uma coloração cinza   já no meio do chumbo 

é a pioverdina ,isto ocorre pela interação destas com o meio na qual está inoculado, na  

figura 22  tem se  a comparação das mesmas cepas Pseudomonas aeruginosa  nos 

diferentes meios de cobre e chumbo  sob luz UV . 

Figura 22.Fluorescência das P.aerugionosa no meio de chumbo e cobre. 

 
Fonte :O autor (2019). 

 

5.8 A influência do pH na produção de biomassa de Enterobactérias e 

Pseudomonas aeruginosa . 
 

A importância de se estudar a influência do pH do meio, deve se para a 

determinar a faixa de pH na qual ocorreu maior remoção e inibição. Em paralelo com as 

medições de faixa de pH, realizam–se medidas do potencial da biomassa na presença 

e na ausência dos metais estudados. Ambos os ensaios podem fornecer dados sobre a 

carga geral da parede celular do microrganismo, em solução aquosa, em diferentes 

valores de pH. A composição da camada externa da biomassa, onde ocorrerá adsorção 

biológica, varia dentre os diversos organismos estudados, destacam se ainda três 

classes que servem de sítios para captação de metais: as  proteínas, ácidos nucléicos e 

polissacarídeos. Tais componentes possuem, em sua estrutura, as espécies químicas 

(a) (b) 
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amina, carboxila, hidroxila, fosfato, sulfato e outros que podem se ligar aos íons 

metálicos (TSEZOS et al., 1996; CALFA, TOREM.,2007). 

Tabela 1.Medição de pH das cepas de bactérias do gênero C. diversus, E. coli e P. 
aeruginosa isoladas da Laguna da Jansen (água, peixe e sedimento), Cu 2+ (1,5 g/L) e 
Pb 3+ (3,5g/L). 

 

 

 

Legenda :n 
:número de 
cepas, * 
estirpes, ** 
medição de 
pH   com 
adição do 
metal cobre. 
*** medição 
de pH   com 
adição do 
metal cobre; 

controle**** 
:meio sem 
adição do 
metal. 

Fonte: O 

autor (2019). 

Ao analisar se 2 gêneros distintos dos  isolados de enterobactérias e 

Pseudomonas aeruginosa ,sendo 3 cepas de cada evidenciando a fonte do isolamento 

água, peixe e sedimento observou que os meios que apresentaram maior pH  ou que 

deferiram da cepa controle são os que tiveram maior turvação e maior deposição de 

biomassa, Sendo 2 cepas no cobre e 9 para o chumbo. O pH  encontrado ideal foi de 6  

já o  pH =7 ou maior apresentaram  maior potencial de crescimento ,já menor que 7 

foram os pHs de controle ,outros estudos realizados que obtiveram  o pH =7 como ideal 

ou seja o desvio do pH ideal pode levar à formação de número de substâncias 

dissociadas e não dissociadas, que podem penetrar na membrana celular e controlar 

todo o metabolismo e atividade inibitória,. 

Kodukula et al. (1988) relatam que em condições de elevado pH (baixa 

concentração de íons H+), a atividade enzimática das bactérias é inibida, pois cada 

*Espécies de bactérias N° cepas **pH (cobre) ***pH (chumbo) 

****Controle 1 6 5 

C.diversus(água) 1 6 7 

C.diversus(peixe) 1 9 8 

C.diverus(sedimento) 1 7 8 

E.coli(água) 1 6 7 

E. coli(peixe) 1 6 6 

E.coli (sedimento) 1 6 7 

P.aerugionosa(água) 1 6 8 

P.aeruginosa(peixe) 1 6 8 

P.aeruginosa(sedimento) 1 6 6 
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enzima possui um pH ótimo para a sua ação, na qual reage com uma velocidade 

máxima. Tendo variações do pH interno das bactérias que é diferente do pH externo, 

sendo que internamente seu valor oscila em torno da neutralidade, a diferença do pH 

interior e exterior da célula pode determinar o mecanismo através do qual a atividade 

celular é influenciada pela concentração de íons hidrogênio.  

Nolte, (1982) relata que a maioria das bactérias patogênicas cresce melhor em 

meio neutro. Neste sentido a variação do pH reflete no crescimento bacteriano, uma vez 

que influencia a atividade enzimática, o substrato influencia a velocidade das reações 

químicas que são favorecidas pelas enzimas.  

Estas enzimas podem estar presentes tanto intra e extracelular, a s enzimas 

extracelulares atuam sobre os nutrientes, carboidratos, proteínas e lipídeos, que por 

meio das hidrolases favorecem a digestão. As enzimas que localizam se na membrana 

citoplasmática estão relacionadas com o transporte de substâncias para dentro e para 

fora da célula, com a atividade respiratória, e com a estruturação da parede celular. O 

transporte pela membrana é fundamental, para suas complexas reações metabólicas, 

crescimento e reprodução e para o controle do fluxo de nutrientes (BAZIN, PROSSER, 

1988; NEIDHART, 1990; NISENGARD & NEWMAN, 1994). Na figura 23 há registros da 

medição do pH do meio de cobre que obteve o maior valor de pH.  

 

Figura 23.Medição do pH do meio de cobre. 



72 
 

 

Fonte: O autor (2019). 

 

5.9 Biomassa das bactérias  

A biomassa bacteriana é uma das informações fundamentais ao estudo da 

ecologia microbiana (MAEDA et al., 1983).Observou  se  o efeito dos metais cobre  e 

chumbo  sobre cada uma das estirpes, a análise demonstrou que as estirpes cultivadas 

com a  adição de chumbo apresenta uma maior produção de biomassa do que  em 

meio cultivado com cobre  superando a condição de controle sem adição de quaisquer 

metais, o metal cobre  comprometeu a produção de biomassa das estirpes se 

compararmos com o tratamento controle. E para todas as estirpes, o Cd foi o metal 

mais deletério na produção de biomassa, ao se comparar a biomassa seca e úmida 

verificou se que os teores de biomassa úmida são discrepantes em comparação a 

biomassa em peso seco demonstrando a interferência da quantidade de água na 

biomassa ,em decorrer disto entende se que  o peso seco  é o  melhor indicador da 

biomassa real da bactéria . 

Ao se avaliar os valores no meio do chumbo observou se que  o peso do controle 

foi igual  em comparação com algumas cepas e percebeu se que algumas  obtiveram 

biomassas para com peso maior ou menor que as do controle demonstrando que estas 
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absorveram o metal. Segundo Davis et al., (2003) a  biossorção  microbiana é um 

processo  passivo e independente do metabolismo, na qual a biomassa viva e 

morta podem absorver íons metálicos através de vários mecanismos físico-químicos , 

na figura 24 tem se a biomassa em mg dos isolados . 

Figura 24.Biomassa dos isolados da Laguna da Jansen da água ,sedimento e peixe 
frente aos metais na concentração de 1,5 g/L. 

 

Fonte: O autor (2019). 

A estirpe de Citrobacter  diversus do sedimento foi a única que apresentou 

biomassa  para todos os metais, quando comparada com as demais estirpes, obtendo 

valores de aproximadamente 1 e  4  mg L-1 de  Cu e Pb, respectivamente .As estirpes 

que apresentaram  maior concentração de biomassa para o chumbo  foram as de E.coli 

e  de Pseudomonas  5 mg L-1,os resultados obtidos demonstraram que  o  meio de 

cobre interferiu na produção de biomassa do gêneros Escherichia coli e Pseudomonas 

nos 3 ambientes e de Citrobacter diversus da água e peixe, isto pode ter ocorrido por 

ter concentrações menores de cobre na laguna o que conferiu  uma maior sensibilidade 

ao metal  comprometendo a sua biomassa. 

 No trabalho  de   Vicentin   (2016 ) observou  se que  o cobre não comprometeu 

a produção de biomassa do gênero Cupriavidus Necator ,a estirpe UFLA 01-659 

quando compararam  com o tratamento controle, esta estirpe foi a que  apresentou 
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maior tolerância a todos os metais avaliados , apresentando valores de CMI de 5,00 

mM de Cd, 4,95 mM de Cu e 14,66 mM de Zn. A estirpe UFLA 01-659 apresentou 

maiores taxas de remoção para todos os metais, quando comparada com as demais 

estirpes, obtendo valores de aproximadamente 9, 4,6 e 3,2 mg L-1 de Cd, Cu e Zn, 

respectivamente. 
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6 CONCLUSÃO 

 

• O metal chumbo nas três concentrações testadas não inibiu nenhuma das 

enterobactérias independente do meio. 

•  O metal chumbo inibiu uma pequena parcela das cepas de P.aeruginosa. 

• A presença do cobre no meio interferiu no crescimento das bactérias, com maior 

inibição na concentração de 3,5g/L inibindo todas as cepas isolados do peixe e 

variando no sedimento e na água. 

• A concentração inibitória mínima foi de 3,5g/L e 1,5g/L para o cobre e chumbo  

• O pH ótimo encontrado foi igual a 6. 

• A biomassa bacteriana demonstrou que o melhor método é peso seco que não 

tem discrepâncias e que as bactérias tem o poder de absorver os metis e utilizá-

los para o seu crescimento. 

• As enterobactérias e a Pseudomonas aeruginosa expressaram um potencial para 

a biorremediação significativo. 
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ANEXOS 

 

 

ANEXO I. Análise do perfil de resistência de bactérias retiradas da água da laguna 
da Jansen frente a sais dos metais de Cu2+e Pb3+ na concentração de 3,5g/L,1,5 g/L 
e 0.5 g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: n: númerode cepas; *Resistente: houve crescimento da bactéria; **Sensível: não houve 
crescimento da bactéria. 

Fonte: O autor (2019). 

 

 

 

 

Identificação  
Total 

de 
Cepas  

Metal Cobre  
  Resistencia * (%) 

  3,5g/L 1,5g/L 0.5g/L 
Água  

Salmonella 2 50 (n=1) 100 (n=2) 100 (n=2) 

Stenatrosphomonas  
Maltophilia 

1 0 (n=0) 0 (n=0) 100 (n=1) 

Hafnia  alvei 1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Citrobacter diversus 9 22 (n=2) 67 (n=6) 100 (n=6) 

Enterobacter 
Aerogenes 

1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Não identificado 2 50 (n=1) 100 (n=2) 100 (n=2) 

Escherichia coli 35 57(n=20)  94(n=33)  100(n=35) 

Salmonella.cholerasius 1 0 (n=0) 100(n=1) 100(n=1) 

Citrobacter;  freundii 2 0 (n=0) 100 (n=2) 100 (n=2) 

Klebisiella  Ozanae 4 100 (n=4) 100 (n=4) 100 (n=4) 

Escherichia .fergusonii 5 100 (n=5) 100 (n=5) 100 (n=5) 

Enteroacter Cloacae 1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Providencia spp 1 100 (n=1) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Klebisiella; 
Ornithinolytica 

1 100 (n=1) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Klebisiella Oxytoca 1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Klebisiella; . 
Pneumoniae 

1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Citrobacter 
amalonaticus 

2 100 (n=2) 100 (n=2) 100 (n=2) 

Total  
100% 53% 91% 100% 

(n=70) (n=37) (n=64) (n=70) 
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ANEXO II. Análise do perfil de resistência de bactérias retiradas do peixe da laguna 
da Jansen frente a sais dos metais de Cu2+ na concentração de 3,5g/L,1,5 g/L e 0.5 
g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor (2019). 

Legenda: n: número de cepas; *Resistente: houve crescimento da bactéria. 

 

ANEXO  III. Análise do perfil de resistência de bactérias retiradas do sedimento da 
laguna da Jansen frente a sais dos metais de Cu2+e Pb3+ na concentração de 
3,5g/L,1,5 g/L e 0.5 g/L. 

Identificação Total de 
Cepas 

Metal Cobre 

Resistencia * (%) 

3,5g/L 1,5g/L 0.5g/L 
Peixe 

não identificada 1 0 (n=0) 0 (n=0) 100 (n=1) 

Citrobacter 
diversus 

3 0 (n=0) 67(n=2) 100 (n=3) 

Citrobacter  
amalonaticus 

2 0 (n=0) 50(n=1) 100 (n=2) 

Citrobacter 
freundii 

2 0 (n=0) 50(n=1) 100 (n=2) 

Escherichia  coli 15 0 (n=0) 67(n=10) 100(n=15) 

Escherichia 
fergusonii 

1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 (n=1) 

Kluyvera 
cryocrescens 

1 0 (n=0) 100(n=1) 100 (n=1) 

Salmonella 
cholerasius 

2 0 (n=0) 100 (n=2) 100 (n=2) 

Total 100 % (n=27) 0%(n=0) 67%(n=18) 100%(n=27) 



102 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: n: número de cepas; *Resistente: houve crescimento da bactéria. 

Fonte: O autor (2019). 

ANEXO IV. Análise do perfil de resistência de Pseudomonas aeruginosa isoladas da   
laguna da Jansen frente a sais dos metais de Cu2+ na concentração de 3,5g/L,1,5 
g/L e 0.5 g/L. 

Espécie 

N° 
cepas 

Metal Cobre  

(isolada da Laguna da 
Jansen) Resistente*                      

(%) 
Resistente*                      

(%) 
Resistente*              

(%) 

Pseudomonas aeruginosa 32 (n=16) (n=25) (n=31) 

***Total 100% 50% 78% 97% 

Fonte: O autor (2019). 

 

Anexo V. Análise do perfil de resistência de Pseudomonas aeruginosa isolados da 
laguna da Jansen frente ao sal  de  Pb3+ na concentração de 3,5g/L,1,5 g/L e 0.5 g/L. 

Espécie 
N° 

cepas 

Metal Chumbo Resistencia  

3,5g/L 1,5g/L 0,5 g/L 

Pseudomonas aeruginosa 32 (n=29) (n=31) (n=32) 

***Total 100% 91% 97% 100% 

Fonte :o autor (2019). 

 

 

Identificação Total de 
Cepas 

Metal Cobre 

Resistencia * (%) 

3,5g/L 1,5g/L 0.5g/L 
Sedimento 

Citrobacter . diversus 4 75(n=3) 100(n=4) 100 

Citrobacter freundii 6 67 (n=4) 100 (n=6) 100 

Citrobacter . kosei 2 50 (n=1) 100(n=2) 100 

Citrobacter 
amalonaticus 

1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 

Enterobacter . 
agglomerans 

1 0 (n=0) 100 (n=1) 100 

Escherichia coli 15 0 (n=0) 40 (n=6) 100 

Klebisiella ozanae 2 50 (n=1) 100 (n=2) 100 

Klebisiella oxytoca 2 0 (n=0) 0 (n=0) 100 

Salmonella. cholerasius 1 0 (n=0) 50 (n=1) 100 

Total de Cepas  34 29(n=10)   68  (n=23) 100 (n=34) 


