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RESUMO

A microbiota do solo tem sido afetada pelos diversos mecanismos de uso do solo, principalmente, a
disposicdo final dos residuos solidos. Este estudo teve como objetivo quantificar e analisar
fenotipicamente bactérias isoladas de solo contaminado por residuos sélidos domésticos e industriais,
no bairro Carrapicho em Vérzea Grande — MT. Obteve-se 88 cepas isoladas de bactérias. A maior
contagem em log/UFC/g solo, de fungos e bactérias foram observados no periodo de seca,
contrariamente a dados obtidos por outros estudos, onde essa quantificacdo de bactérias foi maior no
periodo chuvoso.

Palavras-chave: micro-organismos, solo, lixo.

ABSTRACT

Soil microbial community has been affected by the various mechanisms of soil use, especially the final
disposal of solid waste. This study aimed to quantify and analyze phenotypically, bacteria isolated
from soil contaminated by industrial and domestic solid waste in the neighborhood Carrapicho in
Varzea Grande - MT. The results were 88 strains of bacteria. The highest score in log/CFU/g of soil,of
fungi and bacteria were observed in the dry season, which contradicts data obtained by other studies,
where the number of bacteria was higher in the rainy season.

Keywords: microorganisms, soil, garbage.

1. INTRODUCAO

O solo é formado pela alteracdo da rocha-mae, provocada pela interacdo de processos
de natureza fisica, quimica e bioldgica que levam a degradacdo dessa rocha (PHILIPPI 2005)
Dentre os fatores de formacdo do solo, o clima é o mais ativo, pois influéncia na quantidade
de agua que estara presente num determinado sistema, na temperatura que acelerard ou
atenuara os processos (POLETO e MERTEN, 2006).

A definicdo de solo assume diversas formas, dependendo da especialidade de quem o
define, dentro da visdo de cada campo de atuacdo especifica.

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) define o solo como um corpo
tridimensional que forma a camada superior da crosta terrestre e que apresenta propriedades
diferentes da camada da rocha inferior, como resultado das interacGes entre o clima, o

material original, os organismos vivos e 0 homem. Poleto e Merten (2006) reconhece o solo
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como um sistema aberto, que troca energia e matéria com 0 ambiente, sua composicéo é
trifasica apresentando as fases liquida, gasosa e solida.

Os especialistas em meio ambiente, preferem o conceito que abrange a definicdo de
litosfera, no qual inclui toda a camada superficial da terra que estiver sujeita a acdo do clima,
incluindo todos os liquidos, minerais, gases, microrganismos e constituintes organicos
presentes. Dentro do enfoque ambiental e sanitario, a definicdo adotada pela Comunidade
Europeia afirma que: O solo é o principal suporte para a vida e 0 bem-estar, constituindo-se
em um recurso natural vital e limitado, embora facilmente destrutivel (PHILIPPI e
POLICIONI, 2005).

Por tradicdo, o solo tem sido utilizado como receptor de substancias resultantes das
atividades humanas, principalmente para a disposic¢éo final de residuo. A Revolucgdo Industrial
introduziu os processos de transformacao em grande escala com emprego de tecnologia, foi
um marco nao apenas na mudanca das atividades humanas, como também na ocupacéo e uso
do solo. O modelo de desenvolvimento adotado pela economia moderna, baseado num
crescente consumo de bens e servigos, impde o desenvolvimento continuo de novos produtos,
gue demanda um uso intensivo dos recursos e insumos e geracdo cada vez maior de residuos
das atividades humanas, sejam industriais, agricolas ou domésticas, provocando a liberacédo
descontrolada de poluentes para 0o ambiente e sua consequente acumulagdo no solo tem
aumentado significativamente a cada dia (PHILIPPI e POLICIONI, 2005).

O solo uma vez contaminado por esses residuos trard conseqiéncias ambientais e
sanitarias que, consequentemente, podera ocorrer problemas econdmico, sociais e politicos
que poderdo limitar ou até inviabilizar seu uso posterior. Essa contaminacdo do solo afeta
direta e/ou indiretamente 0s microrganismos que vivem nesse meio, 0S mesmos sao essenciais
para armazenamento de agua, decomposicdo de residuos organicos, reciclagem de nutrientes,
sequestro e desintoxicacdo de substancias toxicas (LIMA, 2008), e em alguns casos
participam da fotossintese. Além disso, os lixos organicos podem abrigar organismos
patogénicos, que ndo sdo naturais do solo, podendo alterar a microbiota do ambiente edafico.
Assim a preocupacdo com a preservacgdo, protecdo, controle e recuperacdo do solo tém sido
ampliada nas ultimas trés décadas, ocasido em que eventos de areas contaminadas passaram a
ser detectados (PHILIPPI e POLICIONI, 2005).

A contaminagdo dos solos por metais pesado (MP) também € um grave problema
ambiental, por causa da sua persisténcia e alto poder de toxicidade (ANDRADE e SILVEIRA,

2004). Alguns MPs sdo elementos essenciais para os seres vivos (Fe, Cu, Zn e Mn), enquanto
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outros, (Cd, Pb e Hg) ndo tém funcgdes bioldgicas conhecidas. Quando em excesso no solo,
esses elementos podem exercer efeitos adversos sobre os microrganismos do solo,
influenciando no seu crescimento, morfologia e metabolismo, reduzindo a atividade
microbiana e a fertilidade do solo (SILVEIRA e FREITAS, 2007), interferindo nas funcdes
do ecossistema, com consequliéncias ao meio ambiente e a satde pablica (LIMA, 2008).

Sendo assim, os microrganismos do solo, podem ser utilizado como indicador para
medir os impactos sobre o solo (COIMBRA et al., 2009), sendo ainda, capazes de refletir
mudancas sutis nas propriedades do solo (JUNIOR et al., 2002).

Em vista disso, faz-se necessario o estudo da microbiota do solo em locais
contaminados, podendo ser uma maneira de provar que o lixo e seu subproduto podem causar
sérios problemas a populacdo. Nesse sentido, o presente trabalho objetiva quantificar e
analisar fenotipicamente bactérias isoladas de solo contaminado por residuos soélidos

domeésticos e industriais.

2. MATERIAIS E METODOS
A metodologia teve uma sequéncia sisttmica necessaria para 0 bom andamento da

pesquisa, essa sequéncia esta representada na Figura 1.
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Figura 1:Fluxograma das atividades realizadas.
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2.1  AREA DE ESTUDO

O bairro Carrapicho localiza-se no municipio de Varzea Grande Estado do Mato
Grosso, préximo ao Rio Cuiaba, de acordo com as coordenadas geogréaficas o local de estudo
fica no paralelo 15° 38’ de latitude sul e 0 meridiano 56° 04’ de longitude oeste de Greenwich
(Figura 2).

©2010 MapLinkiTele Atlad

Figura 2: Imagem de satélite de 24
de nov de 2006, do bairro
Carrapicho onde foi realizado o
estudo.
Fonte:http://maps.google.com.br/
maps?hl=ptbr&g=ponte+sergio+m
ota&um=1&ie=UTF8&sa=N&ta
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Trata-se de uma area de cerrado, onde a vegetacdo em sua maior parte € composta por
gramineas, arbustos e arvores esparsas (SILVA, 2008). No local foi observado espécie
floristica de indicagdo de &rea degradada como, por exemplo, a Ricinus communis L. O solo
esta bastante exposto, servindo de reservatorio de residuos solidos, e sofrendo queimada.

Para amostras controle, foi utilizado solo sem indicios de poluicdo, em um perimetro no
UNIVAG — Centro Universitario, no bairro Cristo Rei em Varzea Grande — MT (Figura 3). A
area tem cobertura de vegetacdo, tipica de cerrado, destacando gramineas, arbdrea e algumas

arvores. Apresenta alguns locais de solo exposto, onde foram coletadas as amostras.

Figura 3: Imagem de satélite do UNIVAG — Centro Universitario,
Fonte: http://maps.google.com.br/maps?hl=pt-br&g=univag&um
=1&ie=UTF-8&sa=N&tab=wl

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas oito amostras de solo por campanha em cada um dos pontos
amostrados, sendo que, um é o local com solo sem indicios de poluicdo (controle)
denominado SC, e o outro é o lote poluido por lixos domésticos, organico e industriais (SL),
0s pontos amostrais foram aleat6rio. As campanhas foram realizadas em julho (periodo seco)
e em outubro (inicio do periodo chuvoso).

As amostras foram colocadas em sacos plasticos estéreis e transportadas até o

laboratdrio de microbiologia do UNIVAG para o processamento.

2.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
Cinco gramas de cada amostra de solo foram adicionadas em um Erlenmeyer,

contendo 45 mL de solucdo extratora (0,1% pirofosfato de sédio e 0,1% tween 80), com 5
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gramas de esferas de vidro (5 mm) e mantidas sob agitacdo por 20 minutos em temperatura
ambiente, obtendo-se uma diluigéo inicial de 10™,

A partir da solucdo inicial de solucdo de dissociagdo, foram feitas diluigdes seriadas
(102, 103, 10 107, 10® 10") e inoculados em meios seletivos. As trés ultimas diluicdes
foram utilizadas para a quantificacdo de bactérias heterotroficas totais no meio tryptic Soy
Agar ® (TSA) com 0,1% de ciclohexamida e meio especifico para Pseudomonas utilizando o
meio King B. A quantificacdo de fungos filamentosos (102, 10, 10™) foi realizada em meio
Agar de infusdo de batata e dextrose® (PDA) e Yeast Melt ® (YM) contendo clorafenicol a
0,1%. As placas com cultivo foram incubadas por 96 horas e realizadas contagem a cada 24
horas.

Todos os meios de cultura para quantificacdo de bactérias foram incubados a
temperatura de 30°C. Para a contagem de fungos, as placas inoculadas foram mantidas em
temperatura ambiente, pois alguns fungos filamentosos, em meios ricos, crescem muito
rapidamente ocupando todo o espaco das placas, impedindo a contagem dos microrganismos
formadores de coldnias que apresentam um crescimento mais lento. Essa temperatura tende a

proporcionar um crescimento mais harménico entre as colonias.

2.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DAS CEPAS BACTERIANAS
2.4.1 ISOLAMENTO

As culturas puras foram obtidas repicando-se as cepas para agar nutriente (A.N.)
empregando-se a técnica de esgotamento por riscas, incubando-as por 24 horas a 30°C. A
confirmacéo da obtencéo de cultura pura foi obtida por meio da analise microscopica.

2.4.2 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DAS CEPAS
Foi empregada nas culturas de 24h em A.N., a técnica de Coloracdo Diferencial de

Gram, para analise de suas caracteristicas morfologicas e visualizagdo microscoépica.

2.43 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A investigacdo das atividades metabolicas das bactérias “in vitro” é chamada de
provas bioquimicas e servem para auxiliar o microbiologista a identificar grupos ou espécies
de bactérias ou leveduras através da verificagdo das transformacgdes quimicas, que ocorrem
num determinado substrato, pela acdo das enzimas de um determinado organismo. Como

muitas vezes um determinado microrganismo pode possuir um sistema enzimatico especifico,
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que promove a transformacdo bioquimica especifica; as provas bioguimicas podem ser
utilizadas na prética para a sua caracterizacao.

Para realizacdo das provas e testes bioquimicas é necessario utilizar meios de cultivo
especiais contendo o substrato a ser analisado e fornecer ao microrganismo as condicdes
nutritivas e ambientais necessarias ao seu desenvolvimento. As provas bioquimicas e testes
realizados no presente trabalho baseadas em Mac Faddin (1980), estdo listadas abaixo:

1) Prova de Catalase

O peroxido de hidrogénio, composto formado pelas bactérias durante utilizacao
aerobica dos carboidratos, pode provocar morte celular se ndo for decomposta. A catalase é
uma enzima que decompde o peroxido de hidrogénio (2H202) em gas oxigénio e &gua
(MILLER, 2003 apud BATISTA, 2005).

A prova de catalase foi realizada adicionando-se sobre as colénias 1 (uma) gota de
agua oxigenada. A reacdo foi considerada positiva para as coldnias que apresentaram emissao
de bolhas de ar, onde H20: esta sendo desdobrado em bolhas de oxigénio e agua.

2) Prova de Fermentagédo de Carboidratos

Os isolados foram transferidos do meio agar nutriente para placa de Petri contendo
meio agar vermelho de fenol, a mesma foi dividida em 6 (seis), em cada divisao foi colocado
papel filtro contendo um tipo de carboidrato a ser investigado (glicose, dextrose, sacarose,
maltose, lactose e xylose). As cepas positivas fizeram um alo ao redor do papel filtro
embebido com o respectivo carboidrato, num processo de producdo de enzima hidrolitica.

3) Prova do Citrato de Simmons

Permite diferenciar organismos com capacidade de usar o citrato como Unica fonte de
carbono. Os isolados foram transferidos do meio Agar Nutriente, para tubos inclinados
contendo meio Citrato de Simmons. Apos incubacdo de 24/48 horas foi observado ou ndo a
alteracdo na cor do meio de verde para azul, sendo essa alteracdo considerada positivo.

4) Teste de Urease

Os isolados foram transferidos do meio agar nutriente para tubos inclinados contendo
meio &gar e uréase. A ocorréncia de acidificacdo do indicador, alterando a cor do meio de
péssego para avermelhado foi considerado positivo, os resultados da-se apds 24-48h de
incubacéo.

5) Teste de Motilidade

Verificar se 0o microrganismo possui flagelos, que sdo estruturas responsaveis pela

motilidade da célula.



com\uzcnr-gnl L
s LEINGEE ., 005

ISSN 1980-7341
36

Foi inoculado a cultura em &gar semi-solido, acrescido de triptona e nacl, feito “picada” e
incubar por 48 horas a 30°C. A reacdo foi considerada positiva se a bactéria cresceu além da
linha de picada e negativa se 0 meio permaneceu limpido ou se houve crescimento s6 no local

do in6culo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os microrganismos sdo 0s principais agentes das atividades bioquimicas que ocorrem
no solo. A densidade e a atividade microbiana depende de caracteristicas quimicas, fisicas e
biologicas do solo, e sdo influenciados por varios fatores ambientais como, umidade,
mineralogia do solo, disponibilidade de nutrientes e de substrato organico (SANTQOS, 2006).
Assim, teoricamente, 0 aumento na quantidade de matéria organica no solo, devera aumentar
a densidade microbiolégica do mesmo. A atividade e os componentes microbiolégicos podem
ser mensuraveis e seus valores caracterizam o potencial bioldgico do solo (BATISTA, 2005).
Os valores de UFCs (Unidade Formadora de Col6nia) encontrados no presente trabalho,
podem ser visualizados nas Figuras 5 e 6 . A Figura 5 representa a quantificacdo de isolados
bacterianos oriundos das duas amostras SL (Solo lixo) e SC (Solo controle) em periodos de
seca e chuvoso, cultivados em meio para heterotréficos totais (TSA) e também em meio

especifico para Pseudomonas (King B).
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Figura 5- Contagem de isolados bacterianas das duas amostras (SL e SC) nos periodos de seca e chuva.
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Como demonstra a figura 5, a quantidade de UFCs, diminuiu no periodo chuvoso,
Silva (2010) afirma que fatores como temperatura e umidade do solo podem influenciar na
densidade dos microrganismos, pois sdo sensiveis as mudancas das condi¢bes edéficas,
porém, o resultado encontrado neste trabalho confronta com estudo realizado por Silva et al.
(2010) e Rodrigues et al. (2010) onde os maiores resultados da populagdo bacteriana foram
identificados no periodo chuvoso.

Na literatura pesquisada por esta autora, ndo foi encontrado resultado similar ao deste
trabalho, sendo assim, sugere-se que este contraste no local de estudo SL, seja em razdo de
uma queimada realizada apds a primeira coleta realizada no preriodo de seca.

Ainda existe a possiblidade, de essa queda na populacdo bacteriana ser devido a
probabilidade da presenca de metais pesados no solo, embora ndo tenha sido feita a analise
fisico-quimica do mesmo, foi verificado a presenca de destrossos de construcdes civis e
indicios de residuos industriais, podendo ser indicativo de metais pesados no solo. Melloni et
al (2001) afirma que os metais pesados podem afetar a morfologia, crescimento e
metabolismo dos micro-organismos, e reduzir, assim, a quantidade e atividade da biomassa
microbiana.

Na figura 6, observa-se que a quantidade de UFCs de fungos, salvo uma excecéo (SC),
diminuiu no periodo chuvoso, resultado similar ao encontrado por Silva et al (2010) e Rodrigues
et al. (2010) onde a populacdo de fungos foi consideravelmente maior no periodo seco. Os
mesmos autores afirmam que é possivel a influéncia do processo de lixiviagdo, no qual hd uma

retirada parcial nos componentes do solo, os quais podem interferir na atividade fungica.
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Figura 6- Contagem de fungos isolados das duas amostras (SL e SC) nos periodos de seca e chuva.

Outra possibilidade para uma maior quantificacdo dos fungos no periodo de seca pode ser
devido as caracterisiticas da parede celular desses micro-organismos, pois possuem uma
parede celular rigida que os protege contra choque osmético e 0s permite suportar altas taxas
de temperatura e longos periodos de seca (DALLACORT et al., 2009); também levando em
consideracdo que, no periodo chuvoso, ocorre a esporulacdo dos fungos, uma vez que a
contagem de esporos ndo foi realizada, tendo em vista que este ndo era o objetivo do trabalho,

pode ter contribuido para o resultado alcangado.

3.1  DIVERSIDADE FENOTIPICA DE ISOLADOS BACTERIANOS

Foram isoladas 88 estirpes bacterianas das duas coletas de solo, sendo 46 da area SL e
42 da area SC a partir dos crescimentos em superficie das placas de Agar TSA e King B. Foi
realizada a caracterizacdo morfologica das culturas isoladas através da técnica de coloragéo de
Gram. Baseado nas caracteristicas tinto morfoldgicas, as estirpes foram divididas em grupos,
sendo o maior percentual da amostra SL constituido de Cocos Gram positivos seguidos de
Bacilos Gram Positivos e um menor percentual de Gram negativos (bacilos), na mostra SC,
predominou bacilos Gram positivos seguindo de cocos Gram positivos, e minoria Gram

negativos (bacilos e cocos), conforme observa-se na Figura 7.
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Figura 7: Caracteriza¢do morfoldgica e tintorial de Gram das amostras de solo SL e SC respectivamente.

As provas bioquimicas realizadas possibilitou a identificacdo das 88 estirpes isoladas a

nivel de familia, a chave de identificacdo foi feita utilizando testes das caracteristicas

bioquimicas utilizando e seguindo a chave de identificacdo descritas no manual Mac Faddin

(1980) que possibilitou identificar 9 familias conhecidos e um grupo que ndo foi possivel

classificar usando as chaves citadas (Tabela 1). Entre essas familias identificados, 6 sdo

comuns as duas &reas, no entanto, as familias Propionibacteriaceae e Bacteroidaceae

somente foram encontradas na area SC, enquanto a familia Veillonellaceae foi isolada da

amostra originaria da area SL.

Tabela 1 — Familias bacterianas isolados das amostras SL e SC.

Total isolado

Gram Positivo Gram Negativo identificado
Bastonetes Cocos Bastonetes Cocos SL SC
Bacillaceae 16 15
Propionibacteriaceae 3
Actinomycetaceae 1 1
Micrococcaceae 13 6
Streptococcaceae 2 1
Pseudomonaceae 2 2
Bacteroidaceae 2
Enterobacteriaceae 2 3

Veillonellaceae 1

Total de isolados identificados 37 33
Total de isolados ndo identificado 9 9

Total de isolados 46

SN
N
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Devido a falta de chave de identificacdo, para micro-organismos ambientais (solo),
ndo foi possivel chegar a uma identificacdo mais especifica, tais como género e espécie,
usando a metodologia descrita, por isso as provas bioquimicos realizados s6 possibilitaram a
identificacdo dos isolados a nivel de familia.

Das 9 familias identificadas, a familia Bacillaceae foi a que ocorreu em maior
quantidade. Gomes (2009) afirma que, essa familia é composta de espécies ambientais, cujo
habitat principal é o solo, onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do azoto.

Os Actinomicetos, pertencentes a familia Actinomycetaceae ou Propionibacteriaceae,
também tem o solo como seu principal habitat, desempenham um papel crucial na
decomposi¢cdo de compostos organicos e podem degradar moléculas complexas, incluindo
residuos agricolas e urbanos, muitas espécies sdo termofilicas com temperatura 6tima em
torno de 55°C (OLIVEIRA, 2003), o que pode justificar, sua quantidade resumida no presente
trabalho, visto que, as bactérias foram incubadas a 30°C.

As familias Micrococcaceae, Streptococcaceae e Pseudomonaceae, podem apresentar
algumas espécies patogénicas para o ser humano, porém, ndo se pode afirmar que, os isolados
do presente estudo apresentaram essa caracteristica, uma vez que seria necessaria a
identificacdo de género ou espécie para essa afirmacdo. Quanto a familia Enterobacteriaceae,
sdo pertencentes a flora normal de intestino de animais, mas também podem ser encontradas
em diversos habitats como solo e agua, podendo ainda apresentar patogenicidade para a
espécie humana.

O género Veillonella da familia Veillonellaceae é patogénico de importancia médica,
podendo parasitar a boca, o trato intestinal e respiratério do homem e outros animais, embora

essa familia tenha sido identificada na amostra do solo controle.

4, CONSIDERAQ@ES FINAIS

Neste estudo a quantificacdo de fungos e bacterias foi similar, apresentado maior
guantidade de UFCs no periodo de seca, confrontando com resultados de estudos anteriores,
guanto a esse ultimo grupo (bactérias).

O solo contaminado com residuos solidos, apresentou maior quantidade de fungos e
bactérias do que o solo controle, porém, ndo foi encontrado nenhum estudo na literatura com
esses mesmos pardmetros para uma comparacdo de dados, assim, fica evidénciada, a

necessidade de mais pesquisas nesta area, para uma melhor comreensédo desses fatores.
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Das 88 cepas isoladas foi possivel identificar 9 (nove) familias, atraves da chave de
identificacdo utilizada. A familia que mais ocorreu foi a Bacillaceae, confirmando o que traz a
literatura afirma, que essa familia tem o solo como habitat principal. A familia que teve
menos ocorrencia foi a Veillonellaceae, cocos negativo, podendo ser patogenica para a

espécie humana, embora tenha sido isolada da amostra de solo controle.
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