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RESUMO 

 

 

 

ROCHA, Ulisses Nunes da, M.S., Universidade Federal de Viçosa, setembro de 2005. 
Transporte eletrocinético e dinâmica dos efeitos da desnutrição sobre a 
superfície celular e adesão de bactérias. Orientador: Marcos Rogério Tótola. 
Conselheiros: Arnaldo Chaer Borges, Denise Maria Mano Pessoa e Maurício Dutra 
Costa. 

 

 

A remediação de áreas contaminadas com petróleo ou seus derivados pode ser 

realizada com a utilização de bactérias que apresentem características que possibilitem a 

degradação desses compostos ou sua transformação em formas menos tóxicas. Os 

processos de biorremediação requerem muitas vezes o transporte de microrganismos 

selecionados através de matrizes porosas com baixa condutividade hidráulica, o que 

pode ser alcançado pela técnica de eletrocinese. Esse processo pode resultar em 

condições de meio estressante para as bactérias, levando a modificações das 

características da superfície celular, da capacidade de adesão e, conseqüentemente, da 

eficiência de transporte. Este trabalho teve por objetivos estudar as propriedades da 

superfície celular que influenciam a adesão de isolados de bactérias a um solo  franco 

argiloso; as alterações dessas características mediadas pela escassez de nitrogênio; e a 

aplicação da eletrocinese, no mesmo solo, como ferramenta para o transporte de esporos 

 x



de Bacillus subtilis LBBMA 155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 

81A. As bactérias com menores valores de hidrofobicidade e de cargas celulares 

superficiais positivas, caracterizadas como Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 

105A e isolados LBBMA F3 e 86 (não-identificados), apresentaram também as menores 

tendências de adesão às partículas de solo. As propriedades da superfície celular que 

afetam a adesão das bactérias às partículas de solo foram alteradas durante a 

manutenção das células em meio com escassez de nitrogênio. As modificações 

apresentaram um padrão diferenciado para cada um dos isolados testados. Portanto, o 

emprego da desnutrição requer criteriosa avaliação para vislumbrar se as alterações 

resultantes atendem aos requisitos necessários para a utilização das células desnutridas 

em uma dada aplicação biotecnológica. No ensaio de transporte mediado pela 

eletrocinese, as células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A e os 

esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 foram distribuídos hiperbolicamente ao longo 

de todo o corpo-de-prova, constituído de cilindro de solo adensado. Os esporos de B. 

subtilis LBBMA 155 foram transportados com maior eficiência do que as células 

vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. A tendência de adesão ao solo não foi fator 

determinante no transporte das células. O maior transporte dos esporos de B. subtilis foi 

atribuído ao maior valor de cargas superficiais negativas nessa estrutura. Este trabalho 

demonstra que a eletrocinese pode ser utilizada para o transporte de bactérias em solos 

com baixa condutividade hidráulica. 
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ABSTRACT 

 

 

 

ROCHA, Ulisses Nunes da, M.S., Universidade Federal de Viçosa, september, 2005. 
Bacterial electrokinetic transport and dynamic of starvation effects on cell 
surface and adhesion. Advisor: Marcos Rogério Tótola. Commitee Members: 
Arnaldo Chaer Borges, Denise Maria Mano Pessoa and Maurício Dutra Costa. 

 
 
 
The remediation of petroleum-contaminated sites can be accomplished by using 

bacterial strains able to degrade or to transform the compounds to less toxic forms. For 

some bioremediation designs, the transport of selected microorganism through porous 

matrix is required. The transport of bacterial cells through porous media with low 

hydraulic conductivity can be facilitated by electrokinesis. The change in cell surface 

properties in the presence of electric currents is of concern when the potential to 

manipulate bacterial movement with electric fields is conceived. Also, during 

transportation, the bacteria may be subjected to stress conditions, like nutrient 

limitation, which may change their physiological state. Consequently, the cell surface 

characteristics and adhesion capacity may be altered, affecting the transport efficiency. 

The aim of this work was to study the effects of cellular surface characteristics in 

adhesion properties and electrokinesis-facilitated transport of bacterial strains, isolated 

from petroleum-contaminated environment, in a silt-loam soil. Bacterial strains with 

low cell surface hydrophobicity and low positive charges, identified as 

Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A and the strains LBBMA F3 and 86 (not 

 xii



identified), had the lowest adhesion to soil particles. The bacterial strains had different 

patterns of changes in cellular surface properties that affect the bacterial adhesion to soil 

particles during cultivation in nitrogen-limited medium. Nitrogen-starved vegetative 

cells of Pseudomonas sp. LBBMA 81A and endospores of Bacillus subtilis LBBMA 

155 were hyperbolically distributed through the compacted soil cylinder during the 

electrokinetic transportation assay. The transportation efficiency of Bacillus subtilis 

LBBMA 155 spores was higher than of Pseudomonas sp. starved vegetative cells. The 

soil adhesion property was not the determining factor for cell transportation. The higher 

transport efficiency of endospores was attributed to their higher negative charges values. 

It is concluded that the electrokinesis technique can be used for bacteria transportation 

in soils characterized by low hydraulic conductivity. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 

 Um dos principais problemas da sociedade industrializada atual é o crescente 

número de sítios contaminados com uma variedade de compostos orgânicos e 

inorgânicos. Essa constatação tem levado ao desenvolvimento de inúmeras técnicas de 

remediação de ambientes contaminados, dentre elas a de biorremediação, como uma 

ferramenta auxiliar na descontaminação desses locais. Em ambientes onde não existem 

populações autóctones capazes de degradar os compostos contaminantes, ou de 

transformá-los em formas menos tóxicas, faz-se necessária à introdução de 

microrganismos alóctones selecionados. 

 A seleção de microrganismos para aplicação em processos de biorremediação 

leva em conta aspectos ligados à eficiência na degradação dos compostos-alvo, à 

capacidade de causarem modificações na molécula desses compostos, facilitando a 

posterior degradação por outras populações, e à tolerância a fatores físico-químicos do 

ambiente para o qual são selecionados, entre outros. No entanto, esses trabalhos não 

consideram a avaliação de características relacionadas à adesão microbiana como 

critério de seleção de organismos potencialmente aplicáveis à biorremediação. Isso é 

particularmente relevante em processos de biorremediação em solos, onde a efetividade 

da inoculação dos microrganismos selecionados depende da capacidade de transportá-

los até o local da contaminação. Portanto, a eficiência do transporte das células através 

da matriz porosa do solo, bem como a homogeneidade da distribuição das células, são 

requisitos para o êxito no processo. 

 A adesão bacteriana a superfícies é um dos fenômenos que auxiliam no processo 

de predição da eficiência de transporte através da matriz porosa do solo e da distribuição 
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das células nesse corpo. Esse fenômeno é regulado por características como 

hidrofobicidade e cargas elétricas superficiais, tamanho celular, forma, arranjo, dentre 

outras.  

 A desnutrição, que simula um ambiente com escassez de nutrientes, pode ser 

utilizada como técnica para facilitar o transporte de células através de matrizes porosas, 

ao promover alterações nas características de superfície celular envolvidas no processo 

de adesão. 

 A utilização de técnicas de bombeamento para introdução de células em solos 

com baixa condutividade hidráulica pode criar fissuras ou fraturas, os quais funcionam 

como caminhos preferenciais para a suspensão percolada, impossibilitando a 

distribuição homogênea das células e dificultando com isso o processo de 

biorremediação. Nesses solos, a técnica de eletrocinese, que consiste na aplicação de 

campos elétricos no solo, pode ser utilizada como alternativa para a introdução e 

distribuição homogênea de bactérias. 

 Este trabalho teve por objetivos estudar as propriedades da superfície celular que 

influenciam a adesão de isolados de bactérias a um solo  franco argiloso; as alterações 

dessas características mediadas pela escassez de nitrogênio; e a aplicação da 

eletrocinese, no mesmo solo, como ferramenta para o transporte de esporos de Bacillus 

subtilis LBBMA 155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A. 

 O primeiro artigo discute a correlação entre as características de superfície 

celular e a adesão de isolados bacterianos previamente selecionados quanto à 

capacidade de degradação de diferentes frações de hidrocarbonetos de petróleo.  

 No segundo artigo, são relatadas as alterações da superfície celular em bactérias 

consideradas como tendo as características potenciais para uso em processos de 

biorremediação de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petróleo, 

resultantes da desnutrição em meio mineral com limitação de nitrogênio. Também 

foram objetos de avaliação desse artigo os efeitos dessas alterações nas propriedades de 

adesão das bactérias a partículas de solo. 

 O terceiro artigo demonstra a eletromigração de bactérias através de um solo 

siltoso-argiloso tropical e relaciona características de superfície celular e adesão das 

bactérias ao solo com a distribuição das células ao longo da matriz porosa. 

 Por fim, o estudo apresenta dados que podem auxiliar estudos futuros sobre 

seleção de bactérias para transporte através de matrizes porosas do solo, bem como 
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demonstra a possibilidade de utilização da eletrocinese como ferramenta de introdução e 

distribuição de células bacterianas em solos com baixa condutividade hidráulica. 
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Estudo de Características da Superfície Celular e da Adesão de Bactérias 
Degradadoras de Hidrocarbonetos de Petróleo a um Solo Argiloso 

 
 
Resumo: O conhecimento sobre a adesão de bactérias é importante para a avaliação de 
aplicações biotecnológicas que requerem a predição da movimentação desses 
organismos em matrizes porosas, como o solo e sedimentos. Neste trabalho, estudaram-
se propriedades da superfície celular que influenciam a adesão de isolados de bactérias 
com potencial de utilização em processos de biorremediação in-situ, a um solo franco 
argiloso. As bactérias utilizadas foram identificadas por comparação dos perfis de 
ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME), com os de uma biblioteca de referência 
armazenada em banco de dados para microrganismos aeróbios de amostras ambientais 
do sistema Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EVA) 
(TSBA, versão 4.0), como Pseudomonas sp. LBBMA 81A, Pseudomonas sp. LBBMA 
178 e Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A. Os isolados LBBMA F3 e 
LBBMA 86 não encontraram correspondentes na biblioteca TSBA 4.0®. Três entre os 
cinco isolados, LBBMA F3, LBBMA 86 e S. maltophilia LBBMA 105A, foram 
caracterizados como hidrofílicos, com baixa densidade de cargas celulares de superfície 
positivas e baixa capacidade de adesão ao solo; o isolado Pseudomonas sp. LBBMA 
81A foi caracterizado como hidrofílico, com alta densidade de cargas celulares 
superficiais positivas e capacidade de adesão intermediária ao solo; o isolado 
Pseudomonas sp. LBBMA 178 foi caracterizado como hidrofóbico, com alta densidade 
de cargas celulares de superfície positivas e com elevada tendência de adesão ao solo. A 
adesão das células ao solo correlacionou-se positivamente (p<0,05) com a 
hidrofobicidade e com as cargas superficiais positivas e negativas. Este estudo 
demonstrou que a intensidade de adesão de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos 
de petróleo pode ser prevista por estudos das cargas elétricas superficiais e, 
principalmente, da hidrofobicidade celular.  
 

Palavras-chave: biorremediação, seleção de microrganismos, transporte, matriz porosa. 
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1. Introdução 

 

Em ambientes naturais, as populações bacterianas normalmente vivem aderidas 

a superfícies inertes ou constituídas por organismos vivos, a exemplo de plantas 

(DeFlaun et al., 1994), fungos (Cheng et al., 1984) e até mesmo animais, incluindo o 

homem (Bruinsma et al., 2001). Essa estratégia de colonização confere às populações 

bacterianas proteção contra o ressecamento (Erne et al., 1984) e predação (Kharazmi, 

1991), maior tolerância a agentes antimicrobianos (Masako et al., 2005), aumento da 

capacidade de decomposição de substratos poliméricos (Fleming, 1998), maior 

facilidade de troca de informação genética (Stewart, 2002), dentre outras. A colonização 

de superfícies inicia-se com o processo de adesão. Esse fenômeno é regulado por fatores 

ligados a características de superfície da célula bacteriana, como hidrofobicidade 

(Vadillo-Rodríguez et al., 2005), cargas elétricas (Vadillo-Rodríguez et al., 2005), 

presença de adesinas (Mattos-Guaraldi et al., 2000), fímbrias (Vesper, 1987), pili 

(DeFlaun et al., 1994), exopolissacarídeos (Becker, 1996), flagelos (DeFlaun et. al., 

1990) e pela hidrofobicidade, rugosidade e cargas elétricas residuais da superfície a ser 

colonizada (Li e Logan, 2004). 

 Uma série de técnicas tem sido utilizada para mensurar a contribuição de 

características de superfície celular para a adesão microbiana. A hidrofobicidade tem 

sido avaliada por meio de métodos como aderência microbiana a hidrocarbonetos 

(Sorogon et al., 1991), cromatografia de interação hidrofóbica (Gusils et al., 2002), 

“salting-out” (Zita e Hermansson, 1997) e ângulo de contato (Li e Logan, 2004). A 

carga elétrica superficial da célula é geralmente avaliada pelas técnicas de mobilidade 

eletroforética (Rijnaarts et al., 1995), potencial zeta (Gallardo-Moreno et al., 2003) e 

cromatografia de interação eletrostática (van Schie e Fletcher, 1999). 

 A relação entre adesão e características de superfície da célula microbiana nem 

sempre é facilmente estabelecida (Dickson e Koohmaraie, 1989). Aparentemente, isso é 

atribuído à falta de padronização das técnicas, especialmente quanto à composição do 

sistema tampão (força iônica, pH, tensão superficial), temperatura em que são realizados 

os ensaios, dentre outros fatores (Jones et al., 1996; Mittelman et al., 1998; Gallardo-

Moreno et al., 2003). Além disso, a maioria dos estudos relacionados à adesão 

bacteriana a superfícies restringe-se a poucas espécies ou isolados (Bakker et al., 2004). 

 A adesão bacteriana a superfícies pode ser desejável em processo de tratamento 

de água para consumo humano, em que a água passa por etapa de filtração em leitos de 
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areia (Cho et al., 1999). Essa etapa promove a retenção de inúmeros patógenos, 

aumentando a eficiência do processo final de desinfecção da água. A adesão microbiana 

é desejável também quando se vislumbra a utilização do solo como destino final de 

resíduos que possam conter microrganismos patogênicos (biossólidos) ou para o 

tratamento de efluentes (“wetlands”) (Gibbs et al., 1997). Por outro lado, a adesão 

microbiana a superfícies é indesejável em processos biotecnológicos que dependem do 

transporte das células através de sistemas porosos. Esses incluem a recuperação 

avançada de petróleo melhorada por microrganismos (MEOR) (Kim e Fogler, 1999) e 

processos de biorremediação de solos contaminados em que a inoculação de 

microrganismos selecionados se faz necessária (Mailloux et al., 2003). 

 A seleção de microrganismos para aplicação em processos de biorremediação 

leva em conta aspectos ligados à eficiência na degradação dos compostos-alvo (Dua et 

al., 2002), à capacidade de causarem modificações na molécula desses compostos, 

facilitando a posterior degradação por outras populações (Hamby, 1996), à tolerância a 

fatores físico-químicos do ambiente para o qual são selecionados (Boopathy, 2000), 

dentre outros. No entanto, esses trabalhos não consideram a avaliação de características 

relacionadas à adesão microbiana como critério de seleção de organismos 

potencialmente aplicáveis a biorremediação. Isso é particularmente relevante em 

processos de biorremediação em solos, onde a efetividade da inoculação dos 

microrganismos selecionados depende da capacidade de transportá-los até o local da 

contaminação (Sanin et al., 2003). 

 Este trabalho descreve a avaliação de características de superfície celular ligadas 

à adesão de isolados bacterianos, previamente selecionados quanto à capacidade de 

degradação de diferentes frações de hidrocarbonetos de petróleo. Demonstra-se que a 

adesão à de partículas de solo franco argiloso tropical correlaciona-se com a 

hidrofobicidade e com as cargas elétricas da superfície celular. 
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2. Material e Métodos 

 

2.1. Isolados bacterianos 

 

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes à coleção de 

culturas do Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente 

(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB) / Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), Universidade Federal de Viçosa (UFV), Minas 

Gerais, Brasil (Tabela 1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto à sua 

capacidade de degradar hidrocarbonetos de petróleo (Oliveira, 2004). 

 

 
Tabela 1 – Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petróleo 

pertencentes à coleção do LBBMA do DMB/BIOAGRO, UFV, com 
identificação (FAME/MIDI), registro de origem e substrato de crescimento 

 
Isolado Identificação Origema Substratob

LBBMA F3 NI 1 F 
LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 T 
LBBMA 86 NI 2 P 
LBBMA 105A Stenotrophomonas maltophilia 3 P, D, Gc 
LBBMA 178 Pseudomonas sp 4 P, D, G,Gc e Q 

NI: isolado não-pertencente à biblioteca TSBA4.0 do sistema MIDI®. 
a – A bactéria foi isolada a partir de amostra coletada em (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel 

Passos (REGAP), Minas Gerais; (2) Sedimento de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), 
Rio de Janeiro; (3) Solo contaminado com óleo automotivo – oficina mecânica da UFV; (4) Região de 
mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro.  

b – As letras referem-se ao crescimento em meio de cultura acrescido de melaço e petróleo (T), de 
fenantreno (F), de petróleo bruto (P), de óleo Diesel (D), de gasolina (G), de gasolina comercial 
brasileira (adicionada de 25% v:v de etanol) (Gc), ou de querosene (Q). 

 
 

A identificação das bactérias foi realizada por comparação dos perfis de ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAME) com os de uma biblioteca de referência do sistema 

Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA) (TSBA, 

versão 4.0). 

O meio de cultura utilizado no experimento o meio mineral NMP (Bodour e 

Miller-Meier, 1998). As suspensões celulares utilizadas nos ensaios de adesão e de 

avaliação de características de superfície foram obtidas após incubação a 30oC e 150 

rpm por 12 horas. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugação, em 

centrífuga MR23I (JOUAN), a 6.000 g e 4oC por 10 minutos. Esse processo foi repetido 
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por três vezes, com ressuspensão das células em solução salina a 0,85%. Por fim, as 

células foram ressuspendidas em tampão fosfato salino (pH 7,0) a 100 mmol L-1 (PBS) 

(Jones et al., 1996) e as densidades óticas (λ = 600 nm) ajustadas em espectrofotômetro 

SMARTSPEC3000 (BIORAD) para o valor requerido em cada experimento. 

 

2.2. Solo 

 

 O solo utilizado nos ensaios foi proveniente de rocha metamórfica gnáissica, 

localizada em talude de corte na Rodovia Washington Luís no município do Rio de 

Janeiro, Brasil (Latitude Sul – 22º 46’, Longitude Oeste – 43º 17’). A amostra de solo 

deformada foi coletada em perfil de intemperismo de solo residual jovem e submetida à 

caracterização físico-química no Laboratório de Geotecnia e Meio Ambiente da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Características físico-químicas do solo utilizado nos ensaios de adesão 
celular 

 
Índices Físico-Químicos Valor 
Matéria orgância (dag kg-1) 0,05 
Densidade dos grãos (g cm-3) 2,7354 
Densidade relativa dos grãos (g cm-3) 2,7404 
PH 4,9 
  
Pedregulho grosso (%) 0 
Pedregulho médio (%) 2 
Pedregulho fino (%) 2 
Areia grossa (%) 5 
Areia média (%) 5 
Areia fina (%) 13 
Silte (%) 35 
Argila (%) 38 
  
Limite de liquidez (%) 61,2 
Limite de plasticidade (%) 39,6 
Índice de plasticidade (%) 21,6 
  
Classificação Textural Franco-Argiloso 
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2.3. Determinação da hidrofobicidade celular superficial 

 

 A hidrofobicidade das bactérias foi determinada pela medição da aderência de 

células a hidrocarbonetos (Teste de ABH), utilizando-se xileno como fase apolar (Jones 

et al., 1996). A uma alíquota de 4,8 mL das suspensões bacterianas com DO600 ajustada 

em 0,5, adicionou-se 0,4 mL de xileno. As amostras foram vigorosamente misturadas 

em agitador tipo Vortex por 5 min e deixadas em repouso por 15 minutos. A fase 

aquosa foi removida para a medição da DO600, e a hidrofobicidade celular foi calculada 

a partir da fórmula: 

 

Hfb(%) = [100X(DOo – DOf)/DOo]             [1] 

 

em que 

Hfb = hidrofobicidade celular superficial relativa; 

DOo = densidade ótica da fase aquosa antes da agitação com a fase apolar; e 

DOf = densidade ótica da fase aquosa após agitação com a fase apolar. 

 

2.4. Determinação da carga celular superficial 

 

A carga celular superficial foi determinada utilizando-se uma modificação da 

técnica de cromatografia de interação eletrostática descrita por Pedersen (1981) e Gusils 

et al. (2002). Colunas cromatográficas Poli-Prep Biorad (0,8 x 4,0 cm) foram 

preenchidas com 2 mL de resina de troca aniônica (Sephadex CM-50) ou catiônica 

(Sephadex DEAE-50), hidratadas em PBS. Para cada isolado bacteriano, foi utilizada 

uma suspensão de células em PBS com DO600 ajustada para 1,0 (DOi). A cada coluna 

foi adicionado 0,5 mL da suspensão bacteriana, seguindo-se a eluição com 3 mL de 

PBS a 0,2 mL min-1. A DO600 do eluato (DOf) foi avaliada e o coeficiente de 

distribuição de bactérias entre o eluato e a coluna calculado como: 

 
KdC = Cc/Ce                 [2] 

 
em que 

KdC = coeficiente de distribuição de bactérias entre o eluato e a coluna 
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Cc = [DOi – DOf] / Vc              [3] 

Ce = DOf / Ve                [4] 
 
em que 

Cc = concentração de células na resina de troca iônica; 

Ce = concentração de células em suspensão no eluato; 

Vc = volume de resina na coluna (2 mL); e 

Ve = volume do eluato (3,5 mL). 

 

 Neste trabalho, considerou-se que o coeficiente de distribuição de bactérias entre 

o eluato e a resina de troca iônica expressa um valor relativo de carga celular superficial 

(van Schie e Fletcher, 1999). O valor relativo de cargas celulares superficiais positivas é 

obtido na coluna de troca catiônica (KdCC) e o de cargas celulares superficias negativas 

na coluna de troca aniônica (KdCA).  

 A partir dos valores de KdCC e KdCA foi criada uma outra grandeza, a Razão 

de Cargas (RC), expressa como o quociente entre o valor relativo de cargas negativas e 

cargas positivas (KdCA/KdCC). 

 

2.5. Adesão bacteriana ao solo 
 

 Os ensaios de adesão dos isolados bacterianos ao solo foram realizados 

empregando-se a técnica de centrifugação diferencial (Ling et al., 2002), com 

modificações. Uma suspensão de 6 mL de PBS contendo 109 UFC/mL foi misturada 

com 6 gramas de solo seco estéril em um tubo cônico de polipropileno, sob agitação 

vigorosa em agitador tipo Vortex, por 1 minuto. A mistura foi deixada em repouso por 5 

minutos, adicionando-se em seguida 15 mL de PBS. Após agitação a 2.000 rpm em 

agitador orbital por 1 minuto, a mistura foi novamente deixada em repouso por 5 

minutos e centrifugada em centrífuga MR23I (JOUAN), a 200 g por 3 minutos. O 

sobrenadante foi separado do solo e utilizado para determinação da concentração de 

células viáveis pelo método da microgota (Herigstad et al., 2001). Uma segunda 

lavagem foi realizada adicionando-se nova alíquota de 15 mL de PBS, seguindo-se o 

mesmo procedimento descrito, porém com o aumento do tempo de centrifugação, de 3 

para 5 minutos. Considerou-se que os valores resultantes da diferença entre o número de 

células que permaneceram no solo após o primeiro procedimento de lavagem e o das 
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que permaneceram no solo após o segundo procedimento, representam a parcela da 

população que se encontrava fracamente aderida ao solo. O número de células que 

permaneceram aderidas ao solo após a segunda lavagem representa a parcela da 

população fortemente aderida às partículas de solo (Ling et al, 2002). 

O coeficiente de distribuição das bactérias ao solo foi calculado segundo a 

equação: 

 
KdA = Cs/Cw                [5] 

 
em que 

Cs = [Nt – (Ns)] / W               [6]  

Cw = (Ns) / V                [7] 

 

em que 

KdA = coeficiente de distribuição (mL g-1); 

Cs = concentração de células na fase sólida (UFC g-1); 

Cw = concentração de células em suspensão (UFC mL-1); 

Nt = número total de bactérias adicionadas ao solo (UFC);  

Ns = número total de bactérias no sobrenadante (UFC); 

W = massa de solo utilizada (g); e 

V = volume de fluido na mistura (mL). 

 

 Considerou-se, neste trabalho, a existência de dois coeficientes de distribuição 

de células: um relativo às células fracamente aderidas, obtido na primeira etapa de 

lavagem do solo (KdA1) e outro relativo às células fortemente aderidas, obtido na 

segunda etapa (KdA2). 

 O coeficiente de distribuição é um valor relativo que representa a razão entre o 

número de bactérias aderidas à superfície da fase sólida e o número de bactéria que 

permaneceu em suspensão. Este coeficiente pode agrupar ou separar os isolados 

microbianos com capacidades de adesão relativamente próximas, por trabalhar em uma 

faixa numérica que pode variar de zero ao infinito (Gannon et al., 1991), diferentemente 

da percentagem de adesão, que trabalha somente com valores que variam de 0 a 100%. 

 A partir dos coeficientes KdA1 e KdA2 foi criada a grandeza Razão de Adesão 

(RA), calculada pela razão KdA2/KdA1, que expressa a tendência da população de se 

aderir fortemente (RA>>1,0) ou fracamente ao solo (RA ~ 1,0). 
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2.6. Análise estatística 

 

 Em todos os ensaios foram realizadas três repetições. Os dados foram 

submetidos à Análise de Variância, com delineamento inteiramente casualisado, a 5% 

de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. As correlações 

entre hidrofobicidade, carga celular superficial e adesão das bactérias ao solo foram 

avaliadas pelo coeficiente de correlação de Pearson a 1, 5 ou 10% de probabilidade. 

 

 

 

 

3. Resultados e Discussão 

 

A avaliação da hidrofobicidade celular superficial permitiu a separação dos 

isolados bacterianos em três grupos distintos, a saber: o caracterizado por extrema 

hidrofobicidade, representado pelo isolado Pseudomonas sp. LBBMA 178; o de 

hidrofibicidade média, representado pelos isolados LBBMA F3 e Pseudomonas sp. 

LBBMA 81A e o terceiro, de isolados extremamente hidrofílicos (LBBMA 86 e S. 

maltophilia LBBMA 105A) (Tabela 3).  

 

Tabela 3 – Valores de hidrofobicidade superficial celular de bactérias degradadoras de 
hidrocarbonetos de petróleo  

 
Gênero/espécie Isolado Hidrofobicidade (%) 

NI LBBMA F3 26,5 (3,91) B 

Pseudomonas sp. LBBMA 81A 23,3 (1,02) B 

NI LBBMA 86 11,0 (3,67) C 

S. maltophilia LBBMA 105A 5,3 (1,81) C 

Pseudomonas sp LBBMA 178 92,0 (2,91) A 

NI - isolado não identificado. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).  
Valores entre parênteses representam o erro padrão da média.  
 
 

 Os isolados bacterianos diferiram (p<0,05) quanto à presença de cargas celulares 

superficiais catiônicas e aniônicas (Tabela 4), sendo os maiores valores para as cargas 
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catiônicas encontrados em isolados de Pseudomonas sp., LBBMA 81A e LBBMA 178, 

e o maior valor de cargas aniônicas em Pseudomonas sp. LBBMA 178. Os valores 

referentes à razão entre as cargas negativas e positivas (RC) (Tabela 4) indicam que os 

isolados NI LBBMA F3 e S. maltophilia LBBMA 105A  possuem  maiores  valores  de   

cargas   negativas   em   relação   às   positivas   na   superfície   celular    (p < 0,05),  

 
Tabela 4 – Valores relativos de cargas celulares superficiais positivas (KdCC) e 

negativas (KdCA) de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petróleo 
 
Gênero/espécie Isolado KdCC KdCA RC 

NI LBBMA F3 0,299 (0,34) B 6,164 (0,440) B 24,1 (2,7) A 

Pseudomonas sp. LBBMA 81A 0,229 (0,34) A 5,530 (0,938) B 4,60 (0,6) B 

NI LBBMA 86 0,213 (0,029) C 2,075 (0,236) C 9,90 (0,9) B 

S. maltophilia LBBMA 105A 0,188 (0,021) C 5,061 (0,341) B 27,2 (2,5) A 

Pseudomonas sp LBBMA 178 1,371 (0,104) A 9,233 (1,218) A 6,80 (0,8) B 
NI - isolado não identificado. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).  
Valores entre parênteses representam o erro padrão da média.  
 

 
comparativamente aos três outros. As cargas celulares superficial, negativas ou 

positivas, é uma das características relevantes da bactéria que deve ser incluída em 

estudos de transporte das células até o local de contaminação, para que possa ser efetiva 

no processo de biorremediação. Embora se reconheça a existência de correlação entre 

hidrofobicidade e cargas celulares superficiais (Tabela 6), não foram encontradas na 

literatura informações acerca dos compostos da superfície que determinam essa 

correlação. 

 A Pseudomonas sp. LBBMA 178 é a degradadora de hidrocarboneto de petróleo 

com características distintas de hidrofobicidade e cargas elétricas superficiais (p<0,05). 

Os maiores valores nessas características de superfície celular refletiram na capacidade 

de adesão das células dessa bactéria ao solo (Tabela 5). Também o isolado 

Pseudomonas sp. LBBMA 81A apresentou capacidade de adesão consideravelmente 

superior à dos demais isolados. Aparentemente, o maior valor de carga catiônica 

apresentado pelos isolados de Pseudomonas sp. (Tabela 4) está sendo determinante da 

maior capacidade de adesão dos mesmos ao solo. 

A inexistência de diferenças significativas nos valores da razão RA, entre os 
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diferentes isolados (Tabela 5), apesar da diferença de magnitude nos valores de adesão 

às partículas do solo (Tabela 5), demonstra não ser a grandeza RA apropriada para 

discriminar a tendência da população de células de se aderir ao solo. 

 A adesão celular ao solo é uma característica que correlacionou positivamente 

com a hidrofobicidade (p<0,01) e com as cargas superficiais aniônicas (p < 0,05 ou 

0,10) e catiônicas (p < 0,05 ou 0,10) (Tabela 6). A existência de correlações positivas 

entre  adesão  celular  ao  solo  e  conteúdo  relativo  de  cargas  superficiais aniônicas é,  

 
 
Tabela 5 – Valor relativo da adesão fraca (KdA1) e adesão forte (KdA2) dos isolados 

bacterianos a um solo siltoso argiloso 
 
Gênero/espécie Isolado KdA1 KdA2 RA 
NI LBBMA F3 6,019 (1,366) 7,249 (4,377) 1,2 (0,2)* A 
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 94,40 (47,51) 201,7 (158,3) 2,0 (0,6)* A 
NI LBBMA 86 5,628 (1,859) 11,03 (4,025) 2,0 (0,3)* A 
S. maltophilia LBBMA 105A 3,803 (0,908) 5,287 (1,910) 1,4 (0,1)* A 
Pseudomonas sp LBBMA 178 870,1 (457,2) 847,1 (339,6) 1,0 (0,3)* A 

NI - isolado não-pertencente à biblioteca TSBA 4.0 do sistema MIDI®. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
Valores entre parênteses representam o intervalo de confiança da média.  
Valores entre parênteses seguidos de asterístico representam o erro padrão da média 
 

  
Tabela 6 – Coeficiente de correlação de Pearson entre características da superfície 

celular de isolados bacterianos e adesão a um solo siltoso-argiloso 
 

Características 
1 2 

Coeficiente de Correlação 

Hfb KdCC 0,7481o 

Hfb KdCA 0,8512* 
Hfb KdA1 0,9752** 
Hfb KdA2 0,9682** 

KdCC KdCA 0,6769ns

KdCC KdA1 0,7537 o

KdCC KdA2 0,8327* 
KdCA KdA1 0,8049 o

KdCA KdA2 0,8084* 
KdA1 KdA2 0,9915** 

Hfb: hidrofobicidade celular superficial; KdCA: cargas celulares superficiais negativas relativas; KdCC: 
cargas celulares superficiais positivas relativas; KdA1: coeficiente de adesão fraca ao solo; KdA2: 
coeficiente de adesão forte ao solo. 
ns não significativo; * significativo , a 5% de probabilidade; ** significativo, a 1% de probabilidade. 
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aparentemente, um paradoxo, uma vez que a aproximação de superfícies de mesma 

carga tende a provocar repulsão (Fontes et al., 2001; Poortinga et al., 2002). Contudo, a 

repulsão somente se aplica a estudo de adesão de células a superfícies de sólidos quando 

estas se encontram em suspensão em meio com baixa força iônica, a exemplo da água 

pura (Bos e Busscher, 1999). Os autores demonstraram que a deposição de bactérias 

negativamente carregadas a superfícies ocorre proporcionalmente ao aumento da força 

iônica do meio circundante. As correlações positivas entre a intensidade de cargas 

negativas (KdCA) e a adesão celular (KdA1 e KdA2) (Tabela 6) possivelmente 

ocorreram em razão do método utilizado para a determinação da adesão ter incluído o 

emprego de uma solução com força iônica muito superior à da água pura. Além disso, 

sabe-se que a heterogeneidade da superfície celular das bactérias pode resultar em áreas 

com balanço líquido de cargas positivas superficiais, as quais facilitam o fenômeno de 

adesão dessas bactérias a substratos com cargas superficiais negativas (Elimelech e 

O’Melia, 1990). 

 

 

 

  

4. Considerações Finais 

 

Este estudo demonstrou que a intensidade da adesão de uma bactéria 

degradadora de hidrocarbonetos de petróleo ao solo pode ser prevista por estudos das 

cargas elétricas superficiais e, principalmente, da hidrofobicidade celular. Contudo, 

deve-se considerar que a aplicação biotecnológica de microrganismos em processos de 

MEOR ou de biorremediação expõe esses microrganimos a condições ambientais 

capazes de alterar as suas características fisiológicas. Essas, por sua vez, podem alterar 

características de superfície celular (Jana et al., 2000; Bruinsma et al., 2001) e, 

consequentemente, a capacidade de adesão (Dickson e Koohmaraie, 1989; Gannon et 

al., 1991; van Schie e Fletcher, 1999; Bruinsma et al., 2001; Stoderegger e Herndl, 

2004). Assim, processos biotecnológicos que necessitam do transporte de células 

através de sistemas porosos devem considerar a magnitude dos efeitos dos fatores 

ambientais sobre as características que afetam a adesão microbiana e, também, a 

velocidade com que essas alterações ocorrem durante o transporte. 

  Atualmente, reconhece-se a necessidade da determinação de uma lei geral para 
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adesão de bactérias a substratos (Vadillo-Rodríguez et al., 2005). Estudos que abordem 

a determinação qualitativa e quantitativa dos fatores relacionados à adesão celular, 

juntamente com os já descritos na literatura, podem contribuir para o desenvolvimento 

de um modelo matemático apropriado para descrever o fenômeno de adesão bacteriana 

a superfícies. Por outro lado, a complexidade de respostas fisiológicas de espécies 

microbianas a múltiplas combinações de fatores ambientais, eventualmente, podem 

impossibilitar a adoção de um modelo único. Neste caso, torna-se mais importante o 

desenvolvimento de técnicas mais precisas e que melhor simulem as condições in-situ 

para o estudo da adesão de bactérias a substratos. 
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Alteração das Características de Superfície Celular e da Adesão a Um Solo 
Argiloso de Bactérias Degradadoras de Hidrocarbonetos de                                   

Petróleo Mediada pela Desnutrição 
 

Resumo: Características de superfície de células bacterianas envolvidas com a adesão 
celular podem ser alteradas pelo estado nutricional do microrganismo. Neste trabalho, 
foram estudadas alterações na adesão celular a partículas de solo, bem como em 
características celulares importantes em fenômenos de adesão e de transporte em meios 
porosos, mediadas pela escassez de nitrogênio. Utilizaram-se isolados de Pseudomonas 
sp. LBBMA 81A e LBBMA 178, e Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A, 
previamente caracterizados como degradadores de hidrocarbonetos de petróleo e 
potencialmente aplicáveis em processos de biorremediação. A desnutrição causou 
redução do tamanho celular e da hidrofobicidade em todos os isolados. As alterações 
foram mais significativas para o isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A, para o qual se 
observou ainda alteração na forma, de bacilo para cocos. Além desses efeitos, ocorreu 
redução na capacidade de adesão fraca ao solo das células dos dois isolados de 
Pseudomonas e também de adesão forte de Pseudomonas sp. LBBMA 81A. O isolado 
S. maltophilia LBBMA 105A, ao contrário, respondeu à desnutrição com aumento da 
capacidade de adesão, que ainda assim foi inferior à dos isolados de Pseudomonas. As 
alterações provocadas pela desnutrição não resultaram em padrão definido para as 
cargas celulares superficiais nas bactérias estudadas. Foi demonstrado que o isolado S. 
maltophilia LBBMA 105A é pouco tolerante à escassez de nitrogênio, o que limita sua 
aplicação em ambientes oligotróficos. Por outro lado, a desnutrição desse isolado como 
estratégia para redução da sua capacidade de adesão não se justifica, dada a baixa 
adesão natural que o mesmo apresenta. Os isolados de Pseudomonas sp. não sofreram 
alteração de viabilidade celular em resposta à limitação de nitrogênio. A menor 
tendência à adesão do isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A é uma característica que 
favorece a sua utilização em aplicações biotecnológicas que dependem do transporte 
através de matrizes porosas. A decisão sobre o emprego da técnica de desnutrição de 
células, com o objetivo de se alterar as características de adesão ou superfície, requer a 
criteriosa avaliação desse procedimento em promover as alterações que sirvam ao 
propósito para o qual se deseja utilizar a bactéria degradadora de hidrocarboneto de 
petróleo. 
 

Palavras-chave: biorremediação, ultra-microbactérias, transporte, matriz porosa. 
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1. Introdução 

 

 As características físico-químicas da superfície das células relacionadas à adesão 

a substratos (van Schie e Fletcher, 1999; Vadillo-Rodríguez et al., 2005) e formação de 

agregados (Iwabuchi et al., 2003) são de importância em processos biotecnológicos que 

requeiram o transporte dessas células através de matrizes porosas. Dentre esses 

processos, são de particular interesse os que demandam a inoculação e a distribuição 

homogênea de bactérias selecionadas em sistemas porosos de subsuperfície (Mailloux et 

al., 2003), a exemplo da recuperação avançada de petróleo melhorada por 

microrganismos (MEOR) (Khire e Khan, 1994), da biorremediação de áreas contaminadas 

(Gogoi et al., 2003) ou, ainda, da biolixiviação de metais (Benmoussa et al., 1998). 

As características bióticas e abióticas do ambiente afetam o estado fisiológico 

das células bacterianas (Heise e Gust, 1999; Stoderegger e Herndl, 2004) e influenciam 

as propriedades da superfície da célula relacionadas com a capacidade de adesão 

(Gallardo-Moreno et al., 2003). Dentre os principais fatores, mencionam-se a salinidade 

(Jenkins, 2003), a temperatura (Coulon et al., 2005), o pH (Castaldi e Tedesco, 2005) e 

a limitação de nutrientes (Kirkegaard et al., 1992). 

A manutenção de culturas bacterianas em meios com limitação de nutrientes 

pode resultar em modificações fisiológicas, a exemplo de alterações na forma e no 

arranjo celular (Givskov et al., 1994), na quantidade de RNA (Givskov et al., 1994), no 

padrão de expressão protéica (Tandeau de Marsac e Houmard, 1993) e nas 

características de superfície celular importantes no fenômeno da adesão (Castellanos et 

al., 2000; Jana et al., 2000; Sanin et al. 2003). Relatam-se, ainda, efeitos da desnutrição 

nas interações das células com minerais de argila (Hwang e Tate III, 1997). 

 O desenvolvimento de técnicas que facilitem o transporte de bactérias através de 

sistemas porosos, como o solo, pode envolver estratégias de desnutrição para alterar a 

capacidade de adesão das bactérias a substratos (Sanin et al., 2003), em virtude das 

modificações fisiológicas que resultam da carência nutricional. A técnica de 

desnutrição, ao simular um ambiente marcado pela limitação de nutrientes (Amy et al., 

1993), pode causar alterações na superfície da célula que facilite o seu transporte em 

sistemas porosos (Castellanos et al., 2000; Jana et al., 2000; Sanin et al. 2003). A 

desnutrição pode resultar ainda em aumento da sobrevivência do inóculo bacteriano 

(Watanabe et al., 2000), bem como da resistência a estresses diversos, como o estresse 

osmótico e oxidativo (Gu e Mazzola, 2001; Rosche et al., 2005). 
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 A desnutrição de células bacterianas em meio de cultura desprovido de 

nitrogênio constitui uma das estratégias para se obter alterações na superfície celular, 

capazes de diminuir a adesão de bactérias a substratos (Sanin et al., 2003; Sanin, 2003). 

Neste trabalho, relatam-se alterações de superfície celular em bactérias consideradas 

como tendo as características potenciais para uso em processos de biorremediação de 

ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petróleo, resultantes da desnutrição 

em meio mineral com limitação de nitrogênio. Os efeitos dessas alterações nas 

propriedades de adesão desses isolados a partículas de solo foram igualmente objeto 

deste estudo.  

 

 

 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Isolados bacterianos 

 

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes à coleção de 

culturas do Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente 

(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB)/ Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), Universidade Federal de Viçosa (UFV) (Tabela 

1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto à sua capacidade de 

degradar hidrocarbonetos de petróleo (Oliveira, 2004). 
 

Tabela 1 – Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petróleo utilizados 
nos ensaios de desnutrição 

 
Isolado Identificação Origem 1 Substrato2

LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 T 
LBBMA 105A Stenotrophomonas maltophilia 2 P, D, Gc 
LBBMA 178 Pseudomonas sp. 3 P, D, G,Gc e Q 

1 – A bactéria foi isolada a partir de amostra coletada em (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel 
Passos (REGAP), Minas Gerais; (2) Solo contaminado com óleo automotivo – oficina mecânica da 
UFV; (3) Região de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro. 

2 – As letras referem-se ao crescimento em meio de cultura acrescido de melaço e petróleo (T), de 
petróleo bruto (P), de óleo Diesel (D), de gasolina (G), de gasolina comercial brasileira (adicionada de 
25% v:v de etanol) (Gc), ou de querosene (Q). 
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A identificação das bactérias foi realizada por comparação dos perfis de ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAME) com os de uma biblioteca de referência armazenada 

em banco de dados para microrganismos aeróbios de amostras ambientais do sistema 

Sherlock, do Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA) (TSBA, 

versão 4.0). 

 

2.2. Obtenção de células desnutridas 

 

As culturas-estoque dos isolados (Tabela 1) foram ativadas em meio mineral 

NMP sólido (Bodour e Miller-Meier, 1998) e inoculadas em 75 mL do mesmo meio de 

cultura, seguindo-se incubação a 30o C e 150 rpm, até o meio da fase de crescimento 

logarítmico. As células foram coletadas por centrifugação em centrífuga MR23I 

(JOUAN) a 6.000 g e 4oC por 10 minutos. Esse processo foi repetido por três vezes, 

com ressuspensão das células em solução salina a 0,85% de NaCl. As células foram 

então ressuspendidas em meio mineral NMP desprovido da sua principal fonte de 

nitrogênio (sulfato de amônio), o que elevou a relação C:N de 25:1 para 1.320:1. A 

concentração de células nesse meio foi ajustada para valores entre 108 e 109 UFC mL-1 e 

culturas foram mantidas a 30o C e 150 rpm por até 10 dias após o início da desnutrição.  

As modificações das características de superfície celular em resposta à 

desnutrição foram avaliadas quantificando-se a hidrofobicidade e carga celular 

superficial, além da adesão dos isolados bacterianos ao solo. As avaliações foram 

realizadas no início do período de desnutrição (T0), no momento em que atingiram o 

equilíbrio populacional de células viáveis (T1) e dois dias após terem atingido o 

equilíbrio (T2), de acordo com a curva de variação da concentração de células viáveis ao 

longo do período de 10 dias de desnutrição. Em cada uma dessas avaliações, as células 

foram lavadas três vezes em NaCl a 0,85% e ressuspendidas em tampão fosfato salino 

(pH 7,0) 100 mmol L-1 (PBS) (Jones et al., 1996), ajustando-se os valores de densidade 

ótica (λ = 600 nm) em espectrofotômetro SMARTSPEC3000 (BIORAD) para o 

requerido em cada experimento. 
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2.3. Solo 

 

 As características do solo utilizado nos ensaios de adesão são as descritas no 

item 2.2 do artigo 1. 

 

2.4. Auto-agregação 

 

 O ensaio de auto-agregação das células foi realizado adotando-se o 

procedimento descrito por Rickard et al. (2003). As células foram centrifugadas, lavadas 

em NaCl a 0,85% e ressuspendidas em PBS. Para o teste de auto-agregação, uma 

alíquota de 400 μL (DO600 = 1,5) da suspensão foi acondicionada em tubos de Durham 

(6x50 mm). A suspensão foi agitada vigorosamente em agitador do tipo Vortex por 10s, 

seguindo-se homogeneização gentil por rolagem dos tubos em superfície plana por 30s. 

O grau de auto-agregação de cada isolado foi pontuado em ensaio semiquantitativo 

(Cisar et al., 1979), sendo adotados os seguintes critérios de pontuação: (0) sem 

agregados em suspensão; (1) agregados pequenos e uniformes em suspensão; (2) 

agregados facilmente visíveis em uma suspensão túrbida; (3) agregados claramente 

visíveis em uma suspensão túrbida; (4) flocos grandes de agregados que sedimentam 

praticamente instantaneamente, deixando o sobrenadante claro. 

 

2.5. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial e adesão ao solo 

 

 As determinações das características de superfície celular foram realizadas 

segundo protocolos descritos nos itens 2.3 (hidrofobicidade) e 2.4 (carga celular) do 

artigo 1. A capacidade de adesão celular ao solo foi avaliada de acordo com o protocolo 

descrito no item 2.5 do mesmo artigo. 

 

2.6. Comprimento celular 

 

 O comprimento celular foi determinado em micrografias das células obtidas por 

microscopia eletrônica de varredura, segundo metodologia descrita por Luo et al. 

(2005). As células foram coletadas em membrana Millipore de celulose (0,40 μm) e 

lavadas gentilmente com uma solução de tampão fosfato a 100 mmol L-1 (pH 7,0), antes 

do processo de fixação com glutaraldeído a 2,5% e ácido ósmico a 0,5%. A seguir, 
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foram desidratadas seqüencialmente, utilizando-se soluções com concentrações de 

etanol variando de 30 a 100%, em incrementos de 10, 15 ou 20%, com 20 minutos de 

exposição por concentração. Em seguida, o etanol foi substituído por acetato isoamil-

éster. À desidratação, seguiu-se a secagem ao ponto crítico (Bal-Tec, CPD 030) e 

finalmente a metalização (Balzers, FDU 010), para posterior exame em microscópio 

eletrônico de varredura (LEO VP1430), no Núcleo de Microscopia e Microanálises da 

Universidade Federal de Viçosa. 

 

2.7. Análise estatística 
 

 Os experimentos foram conduzidos obedecendo a um delineamento inteiramente 

casualizado, com três repetições. Os dados foram submetidos à Análise de Variância a 

5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. As correlações 

entre hidrofobicidade, carga celular superficial e adesão das bactérias ao solo foram 

avaliadas pelo coeficiente de correlação de Pearson.  

 

 

 

 

3. Resultados e Discussão 

 

 A manutenção de células de isolados bacterianos em meio de desnutrição com 

escassez de nitrogênio não afetou significativamente a viabilidade dos pertencentes ao 

gênero Pseudomonas (Figura 1). Espécies desse gênero são usualmente eficientes em se 

adaptar a ambientes caracterizados por condições de carência nutricional (Bossolan, 

2000; Jana et al., 2000). O isolado Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A, por 

outro lado, apresentou comportamento diverso das Pseudomonas (Figura 1). Doze horas 

após transferência para o meio de desnutrição, constatou-se um pico de concentração de 

células viáveis e cultiváveis desse isolado (Figura 1). Aumentos similares têm sido 

atribuídos a uma possível desmontagem dos agregados celulares, como resultado do 

consumo de substâncias poliméricas extracelulares para suportar o crescimento celular 

em condições de escassez nutricional (Camesano e Longan, 1998; Camesano et al., 

1999; Bossolan, 2000), ou a eventos de divisão celular sem aumento de massa (Reeve et 

al., 1984; Nyström e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001).  
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Figura 1 – Concentração de células viáveis de Pseudomons sp. LBBMA 81A ( ) e 

LBBMA 178 ( ), e de Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A  
( ) em meio com restrição de nitrogênio. As setas indicam, para cada 
isolado, as coletas para avaliação das alterações das características celulares 
durante a desnutrição. 

 
 

O isolado Pseudomonas sp. LBBMA 178 demandou o maior tempo para 

alcançar a estabilização populacional, após tranferência para meio de desnutrição 

(Figura 1). Para este isolado, foi escolhido como T1 o período de 192 horas após o início 

da desnutrição e como T2 correspondente a 240 horas. O isolado S. maltophilia LBBMA 

105A apresentou pico populacional 12 horas após a desnutrição e uma estabilização 

populacional 24 horas após o início da desnutrição. Este isolado apresentou redução 

significativa na viabilidade celular após 72 horas. Por essa razão, para os ensaios de 

determinação de características superficiais e de adesão, foi escolhido como T1 o tempo 

de 24 horas após o início da desnutrição e como T2 o de 72 horas. Ao isolado 

Pseudomonas sp. LBBMA 81A, definiu-se como T1 o tempo de 72 horas e como T2 o 

de 120 horas após o início da desnutrição (Figura 1). 

As células dos isolados estudados não formaram agregados nas condições de 

cultivo utilizadas (dados não-mostrados). Portanto, o aumento na concentração de 

células viáveis de S. maltophilia LBBMA 105A (Figura 1) foi interpretado como 
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resultante de processos de divisão celular sem aumento de massa, a exemplo de 

resultados obtidos por outros autores (Reeve et al., 1984; Nyström e Kjelleberg, 1989; 

Ross et al., 2001). Esse aumento na concentração de células viáveis de S. maltophilia 

LBBMA 105A foi seguido por uma fase de estabilização, até 72 horas após a 

transferência para o meio de desnutrição, quando se iniciou nova fase de declínio 

acentuado na concentração de células viáveis (Figura 1). Esses dados referentes a S. 

maltophilia LBBMA 105A são indícios de que a espécie não possui mecanismos 

eficientes de adaptação fisiológica à escassez nutricional de nitrogênio, ao contrário do 

observado para os isolados de Pseudomonas. Portanto, o uso da desnutrição celular 

como estratégia de alteração de características celulares de S. maltophilia LBBMA 

105A é limitado pela baixa sobrevivência desse isolado quando submetido à limitação 

de nitrogênio. 

 A hidrofobicidade das células dos três isolados bacterianos decresceu durante a 

etapa de desnutrição, sendo a redução mais acentuada em Pseudomonas sp. LBBMA 

81A (Tabela 3). Após 72 horas no meio de desnutrição, as células desse isolado 

passaram a apresentar característica de alta hidrofilicidade. As células de S. maltophilia 

LBBMA 105A mantiveram o caráter altamente hidrofílico (Tabela 3), embora os 

valores de hidrofobicidade tenham decaído significativamente. A pouca redução da 

hidrofobicidade de Pseudomonas sp. LBBMA 178 (Tabela 3) distinguiu esse isolado 

dos demais e demonstrou que as células mantiveram o caráter hidrofóbico durante a 

etapa de desnutrição. 
 

Tabela 3 – Hidrofobicidade superficial celular (%) de isolados bacterianos em resposta à 
incubação em meio com restrição de nitrogênio 

 
Gênero/espécie Isolado T0 T1* T2* 
Pseudomas sp. LBBMA 81A 24,2 (0,27) A 1,4 (0,87) B 2,7 (0,83) B 
S. maltophilia LBBMA 105A 4,8 (0,35) A 2,4 (0,51) B 1,8 (0,78) B 
Pseudomonas sp. LBBMA 178 91,0 (1,15) A 72,5 (2,84) B 76,4 (1,48) B 

Valores entre parênteses representam o erro-padrão da média. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrição para análise. Para 
cada isolado, esses tempos são informados na Figura 1. 

 

As alterações na hidrofobicidade celular superficial, em resposta à desnutrição, 

dependem do nutriente limitante e do tempo em que as células permanecem em 
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desnutrição. Em células mantidas em água, em PBS e em meios de cultura com 

limitação de carbono, a hidrofobicidade tende a aumentar (Bossolan, 2000; Castellanos 

et al., 2000; Jana et al., 2000). Em contrapartida, em meios de cultura com limitação de 

nitrogênio, têm sido relatadas reduções significativas na hidrofobicidade celular 

superficial (Castellanos et al., 2000, Sanin et al., 2003; Sanin, 2003), à semelhança dos 

resultados obtidos neste trabalho com isolados de Pseudomonas e S. maltophilia. 

Os isolados diferiram (p<0,05) quanto às alterações nas cargas celulares 

superficiais negativas e positivas ao longo da desnutrição (Tabela 4). Pseudomonas sp. 

LBBMA 81A não apresentou alteração dos valores de carga celular superficial  positiva  

 

Tabela 4 – Valores relativos de cargas celulares superficiais positivas (KdCC) e 
negativas (KdCA) de isolados bacterianos em resposta à incubação em meio 
com restrição de nitrogênio 

 
T0 T1* T2* 

Gênero/espécie Isolado 
KdCC 

Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 1,138(0,024) A 1,074(0,018)B 1,112(0,031) AB
S. maltophilia  LBBMA 105A 0,179(0,010) C 0,359(0,023) B 0,622(0,025) A
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 1,379(1,379) A 0,785(0,785) B 0,130(0,130) C 
 KdCA 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 7,575(0,682) A 5,839(0,434) B 6,082(0,423) B 
S. maltophilia  LBBMA 105A 4,858(0,149) C 8,430(0,347) B 22,99(7,409) A
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 6,590(0,085) C 34,15(0,076) B 156,9(0,013) A
Valores entre parênteses representam o erro-padrão da média. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrição para análise. Para 
cada isolado, esses tempos são informados na Figura 1. 
 

(KdCC) (p<0,05), ocorrendo, contudo, uma diminuição dos valores de carga celular 

negativa (KdCA) durante a desnutrição, com tendência à estabilização. A manutenção 

do isolado S. maltophilia LBBMA 105A em meio de cultura com limitação de 

nitrogênio aumentou o número de cargas celulares superficiais positivas e negativas 

(p<0,05). Em Pseudomonas sp. LBBMA 178, o valor de cargas positivas diminuiu em 

aproximadamente 10 vezes durante a incubação no meio de desnutrição, enquanto que o 

de cargas negativas aumentou em cerca de 24 vezes (Tabela 4).  

 As alterações na hidrofobicidade (Tabela 3) e nas cargas celulares superficiais 

(Tabela 4) foram atribuídas a mudanças qualitativas e quantitativas dos componentes da 

superfície celular. A inoculação de bactérias em meio com limitação de nutrientes 
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promove severas modificações fisiológicas e alterações na composição da membrana e 

da parede celular (Nozawa et al., 1980; Noyce e Hughes, 2003; Kabir et al. 2004). Essas 

alterações na composição referem-se a mudanças na quantidade, qualidade e localização 

dos grupos funcionais presentes, como cetonas, ácidos carboxílicos, grupos carbonila, 

ligações peptídicas, ligações éter, grupos etano, hidrogênio e hidroxila. Em meio com 

limitação de nitrogênio, podem ocorrer alterações similares àquelas encontradas durante 

a resposta estringente (Chesbro et al., 1990), caracterizada pela deficiência de 

aminoácidos. A menor produção de aminoácidos resultante da escassez de nitrogênio 

pode diminuir a deposição de proteínas na parede e superfície celulares, ou aumentar a 

degradação de proteínas previamente existentes, para serem utilizadas como fonte de 

nitrogênio. Em muitos casos, as proteínas carregam os grupos hidrofóbicos na superfície 

celular (Sutherland, 2001); portanto, uma diminuição da concentração de proteínas na 

superfície celular pode acarretar em uma menor hidrofobicidade, o que condiz com os 

dados obtidos neste estudo. 

A manutenção das bactérias em meio mineral com limitação de nitrogênio 

alterou (p<0,05) o comprimento celular (Tabela 5). Em S. maltophilia LBBMA 105A, a 

redução correspondeu a 38,3% no comprimento das células, enquanto em Pseudomonas 

sp LBBMA 178 a redução foi de 44,1% do comprimento celular obtido em meio 

mineral NMP completo. Dentre os três isolados avaliados, Pseudomonas sp. LBBMA 

81A foi o que apresentou a maior redução de tamanho celular, aproximadamente 71,7% 

do tamanho encontrado em meio mineral completo, além de ter apresentado alteração de 

forma de bacilo para cocos.  

 
Tabela 5 – Comprimento celular (μm) de isolados bacterianos em resposta à incubação 

em meio com restrição de nitrogênio 
 
Gênero/espécie Isolado T0 T1* T2* 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 2,12(0,06) A 0,70(0,05) B 0,60(0,04) B 
S. maltophilia  LBBMA 105A 1,93(0,08) A 1,41(0,07) B 1,19(0,09) C 
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 2,05(0,08) A 1,52(0,06) B 1,37(0,05) C 
Valores entre parênteses representam o erro-padrão da média. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrição para análise. Para 

cada isolado, esses tempos são informados na Figura 1. 
 

O padrão de redução no comprimento, bem como na forma celular, tem sido 

documentado para outros isolados de bactérias durante a desnutrição (Bossolan, 2000; 
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Sanin et al., 2003; Leung et al. 2005). Para células de Pseudomonas sp. mantidas em 

meio de cultura com escassez de carbono, foi observada uma redução de 2,5 para 0,6 

μm, além da alteração de forma de bastonete para cocos, após 16 dias de desnutrição 

(Sanin et al., 2003). Para Shewanella alga BrY foi observada uma redução de 2,3 para 

0,6 μm após 86 dias de desnutrição em tampão fosfato salino. No mesmo estudo, foi 

observada uma redução de 1,6 para 0,9 μm após 70 dias de desnutrição (Bossolan, 

2000). Em estudo com linhagem de Moraxella sp. mantida em meio de cultura com 

escassez de carbono foi observada redução significativa após 90 dias de desnutrição 

(Leung et al., 2005). Esses estudos demonstram que a redução da dimensão celular em 

resposta a limitação nutricional é um processo lento, comparativamente a outros 

mecanismos de resposta microbiana a alterações do ambiente. Neste estudo, redução 

significativa da dimensão celular de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foi alcançada após 

5 dias de cultivo em meio com restrição de nitrogênio. Demonstra-se, assim, que a 

obtenção de ultramicrobactérias pode ser otimizada pela combinação entre isolado 

microbiano e meio de desnutrição. 

A alteração morfológica da célula em resposta à escassez nutricional é uma 

adaptação cuja regulação é complexa (Nyström, 2004), estando o controle da expressão 

gênica durante as divisões celulares, sem ganho de massa, ainda em fase de elucidação 

(Reeve et al., 1984; Nyström e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001). A redução da 

dimensão celular sob escassez nutricional constitui-se em vantagem adaptativa, pois o 

aumento da relação superfície:volume da célula facilita a aquisição de nutrientes do 

meio externo e diminui o gasto metabólico com a manutenção celular (Reeve et al., 

1984; Nyström e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001). 

A desnutrição resultou em redução da capacidade de adesão fraca dos isolados 

de Pseudomonas ao solo (Tabela 6). Comportamento inverso foi observado com o 

isolado de S. maltophilia LBBMA 105A. As variações da adesão forte ao solo seguiram 

o mesmo padrão das alterações da adesão fraca ao longo da desnutrição (Tabela 6), 

exceto para o isolado Pseudomonas sp. 178. Este isolado apresentou aumento (p<0,05) 

da adesão forte ao solo, resultando em mudança acentuada (p<0,05) da razão RL ao 

longo da desnutrição (Tabela 6).  

As modificações da razão RL (Tabela 6) representam de certo modo diferentes 

estratégias adaptativas das células à limitação de nitrogênio. Em Pseudomonas sp. 

LBBMA 81A, o aumento do número total de células em suspensão pode representar 
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uma vantagem adaptativa por propiciar maior dispersão celular. Ao mesmo tempo, o 

aumento na proporção de células aderidas de S. maltophilia LBBMA, bem como o 

aumento da razão RL, indicam que este isolado apresenta aumento na proporção de 

células fortemente aderidas em resposta à limitação de nitrogênio. Diferentemente, a 

Pseudomonas sp. LBBMA 178 diminuiu a quantidade de células fracamente aderidas, 

causando aumento do número de células em suspensão e conferindo ao mesmo tempo 

adesão forte àquelas que permaneceram aderidas ao substrato. Dependendo da aplicação 

biotecnológica que for dada ao microrganismo, os diferentes padrões de adesão forte e 

fraca podem resultar em diferenças significativas no que se refere ao sucesso e à 

eficiência da tecnologia considerada. 

 

Tabela 6 – Adesão relativa às partículas de solo (KdA) de isolados bacterianos em 
resposta à incubação em meio com restrição de nitrogênio 

 
T0 T1* T2* Gênero/espécie Isolado 

KdA1 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 221,1(4,49) A 35,6(0,55) B 34,3(7,58) B 
S. maltophilia  LBBMA 105A 6,9(0,05) C 7,8(0,35) B 9,8(0,72) A 
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 1427(365,4) A 414,8(35,5) B 420,6(25,9) B 
 KdA2 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 328,7(53,4) A 47,9(2,65) B 58,1(13,1) B 
S. maltophilia  LBBMA 105A 10,3(0,30) C 14,4(0,66) B 18,5(2,29) A 
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 1045,7(90,3) B 2320,8(160,8) A 2253,0(137,9) A

RL 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A 1,49(0,24) A 1,34(0,09) A 1,69(0,12) A 
S. maltophilia  LBBMA 105A 1,49(0,03) C 1,85(0,04) B 1,90(0,13) A 
Pseudomonas sp.  LBBMA 178 0,73(0,13) B 5,59(0,30) A 5,12(0,15) A 
Valores entre parênteses representam o erro-padrão da média. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).  
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrição para análise. Para 
cada isolado, esses tempos são informados na Figura 1. 
KdA1 e KdA2: coeficiente de adesão bacteriana fraca e forte ao solo, respectivamente. 
RL : razão entre a adesão forte (KdA2) e adesão fraca (KdA1). 
 

 A adesão das células de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foi positivamente 

correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas celulares 

superficiais positivas (p<0,05), negativas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01) 

(Tabela 7). A adesão fraca das células de Pseudomonas sp. LBBMA 178 também 

apresentou  correlação  positiva  com  a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas 
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celulares superficiais catiônicas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01). Contudo, 

ao contrário do verificado para Pseudomonas sp. LBBMA 81A, a adesão forte foi 

negativamente correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas 

celulares superficiais catiônicas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01) (Tabela 7). 

Finalmente, a adesão de Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A foi 

negativamente correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01) e com o tamanho 

celular (p<0,01), e positivamente correlacionada com as cargas celulares superficiais 

positivas e negativas (Tabela 7). 

 
Tabela 7 – Correlação entre as grandezas mensuradas dentro de cada isolado ao longo 

do tempo de desnutrição 
 

Isolado Parâmetros 
P. sp. LBBMA 81A S. maltophilia LBBMA 105A P. sp. LBBMA 178

1 2 Correlação Correlação correlação 
Hfb CCSC 0,6649 ns -0,8423** 0,7201** 
Hfb CCSA 0,8694** -0,7867** -0,5090 ns 
Hfb KdA1 0,9942** -0,7925** 0,9161** 
Hfb KdA2 0,9788** -0,9072** -0,9379** 
CCSC CCSA 0,6466 ns 0,8777** -0,9296** 
CCSC KdA1 0,6327* 0,9297** 0,7690** 
CCSC KdA2 0,5867* 0,9352** -0,8042** 
CCSA KdA1 0,8758** 0,9549** -0,6229* 
CCSA KdA2 0,0875** 0,9413** 0,6428* 
CC Hfb 0,9916** 0,9041** 0,8649** 
CC CCSC 0,6125* -0,9341** 0,9073** 
CC CCSA 0,8436** -0,7496** -0,7736** 
CC KdA1 0,9948** -0,8143** 0,9083** 
CC KdA2 0,9973** -0,8997** -0,9450** 
KdA1 KdA2 0,9803** 0,9642** -0,8925** 
Hfb: hidrofobicidade celular superficial; KdCA: cargas celulares superficiais negativas relativas; KdCC: 
cargas celulares superficiais positivas relativas; CC: comprimento celular; KdA1: coeficiente de adesão 
fraca ao solo; KdA2: coeficiente de adesão forte ao solo. 
ns correlação não-significativa; * correlação significativa a 5%; ** correlação significativa a 1%. 
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4. Considerações Finais 

 

 Os resultados deste estudo demonstram não haver um padrão uniforme de 

correlação entre as alterações das características de superfície celular estudadas e as de 

adesão às partículas de solo dos isolados estudados, em função da desnutrição. Portanto, 

ao se propor a técnica de desnutrição para alterar as características de adesão ou de 

superfície de um isolado bacteriano, faz-se necessário o estudo individual dessas 

alterações e a criteriosa avaliação da eficácia da desnutrição em promover alterações 

que sirvam ao propósito para o qual se deseja utilizar o isolado. 

 A partir do universo estudado, conclui-se que o isolado de S. maltophilia 

LBBMA 105A, apesar de caracterizado como capaz de degradadar hidrocarbonetos de 

petróleo e de apresentar baixa tendência de adesão às partículas do solo, apresenta 

limitações para sua utilização em ambientes com limitação de nitrogênio, em razão da 

significativa redução de viabilidade demonstrada ao longo da desnutrição. Infere-se 

também que os isolados de Pseudomonas possam ser utilizados em aplicações in situ, 

por serem capazes de manter a viabilidade celular em condições de carência de 

nitrogênio. Finalmente, a desnutrição em meios com limitação desse nutriente propicia 

alterações de características celulares do isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A que 

podem favorecer sua aplicação em processos que dependem do transporte celular 

através de matrizes porosas. 
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Transporte Eletrocinético de Bactérias através de Solo Argiloso Residual Tropical 
Reconstituido por Adensamento 

 
 
 
Resumo: A aplicação de campos elétricos ao solo tem sido utilizada para remoção de 
contaminates iônicos. Conhecida como eletrocinese, essa técnica pode ser aplicada ao 
transporte de bactérias no solo, dada a presença de cargas na superfície celular 
bacteriana. Essa possibilidade é relevante em aplicações biotecnológicas que requeiram 
o transporte de bactérias através de matrizes porosas, especialmente das caracterizadas 
por baixa condutividade hidráulica. Neste trabalho, avaliou-se a aplicação da 
eletrocinese como ferramenta para o transporte de esporos de Bacillus subtilis LBBMA 
155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A em solo franco-argiloso 
tropical. Os ensaios eletrocinéticos foram realizados em corpo-de-prova de solo 
reconstituído por adensamento, com a aplicação de uma corrente de 5 mA durante 24 h. 
As células das bactérias foram caracterizadas como possuindo baixa hidrofobicidade 
superficial, dimensão inferior a 1 μm e forma cocóide. A adesão dos esporos de B. 
subtilis ao solo foi maior do que a de células desnutridas de Pseudomonas sp. O 
conteúdo de cargas celulares superficiais positivas, para ambos os isolados, foi baixo. 
Contudo, nos esporos de B. subtilis, o conteúdo de cargas celulares superficiais 
negativas foi superior ao observado para as células desnutridas do isolado Pseudomonas 
sp. O sentido do fluxo eletrosmótico foi anodo-catodo. Foi observada uma pequena 
variação de umidade e de pH ao longo do corpo-de-prova. As células e esporos foram 
distribuídas hiperbolicamente ao longo do corpo-de-prova; contudo, os esporos de B. 
subtilis foram transportados mais eficientemente do que as células desnutridas de 
Pseudomonas sp. A tendência de adesão ao solo não foi fator determinante no 
transporte das células. O maior transporte dos esporos de B. subtilis foi atribuído ao 
maior valor de cargas superficiais negativas nessa estrutura. Este trabalho demonstra 
que a eletrocinese pode ser utilizada para o transporte de bactérias em solos com baixa 
condutividade hidráulica.  
 

Palavras-chave: eletrocinese, bactérias, solo argiloso, desnutrição. 
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1. Introdução 

 

 O crescente número de sítios contaminados com uma variedade de compostos 

orgânicos e inorgânicos configura-se como um dos principais problemas da sociedade 

industrializada atual. A contaminação de solos subsuperficiais impõe ainda um sério 

risco aos aqüíferos e à saúde daqueles que deles fazem uso. Essa constatação tem levado 

ao desenvolvimento de inúmeras técnicas de remediação de ambientes contaminados 

(Colten, 1998) e ao crescente uso da biorremediação como ferramenta auxiliar na 

descontaminação de solos contaminados por compostos orgânicos (Röling et al, 2002; 

Susarla et al., 2002; Van Hamme et al, 2003) e inorgânicos (Gaad, 2004). Em certos 

casos de poluição de solos subsuperficiais, a biorremediação in situ é a tecnologia de 

tratamento mais apropriada (Hamby, 1996). 

O sucesso da biorremediação in situ em solos subsuperficiais depende da 

existência de populações autóctones com capacidade para degradar os contaminantes 

(Dojka et al., 1998; Boopathy, 2000), ou da introdução de microrganismos com essa 

característica que sejam eficientes no processo, podendo ser eles adaptados ou 

geneticamente modificados, exógenos ou indígenas (Mishra, 2001). 

A bioaumentação, quando realizada por tecnologias que utilizam o 

bombeamento de suspensão de células (Jackson et al., 1994; Johnson e Logan, 1996; 

Camesano e Logan, 1998, Hendry et al. 1999; Mehmannavaz, 2002; Unc e Goss, 2003), 

não é efetiva em solos com baixa condutividade hidráulica (Mattson et al., 2002a). 

Nesses solos, as técnicas de bombeamento podem criar fissuras ou fraturas, que se 

constituem em caminhos preferenciais e, por isso, impedem a distribuição homogênea 

das células bacterianas, impossibilitando o processo de remediação (Acar et al., 1997).  

A técnica de eletrocinese, que consiste na aplicação de correntes elétricas através 

da massa de solo, tem sido proposta como uma das estratégias para se remover 

contaminantes iônicos do solo (Yeung et al., 1997; Lee e Yang, 2000; Jackman et al., 

2001; Sonoyama et al., 2001; Kim et al., 2002; Page e Page, 2002; Virkutyte et al., 

2002; Saichek e Reddy, 2003; Sawada et al., 2003, Luo et al., 2005b), bem como para 

introduzir nutrientes e aceptores finais de elétrons, com o intuito de bioestimular a 

microbiota autóctone a degradar contaminantes orgânicos (Acar et al., 1996; Acar et al., 

1997; Thevanayagam e Rishindran, 1998; Mattson et al., 2002b). A eletrocinese pode 

ser utilizada ainda na introdução e transporte de células bacterianas através da matriz 

porosa do solo (DeFlaun e Condee, 1997; Lee e Lee, 2001; Lear et al., 2004; Suni e 
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Romantschuk, 2004; Wick et al., 2004).  

A restrição ao transporte de bactérias através do solo tem sido atribuída 

principalmente à adesão das bactérias às partículas que o compõem (Becker et al., 

2004). Diversas características estão associadas à adesão de bactérias a substratos, a 

exemplo da forma, da dimensão e do arranjo celular (Fontes et al, 1991), da 

hidrofobicidade (Vadillo-Rodríguez et al., 2005) e das cargas celulares superficiais 

(Gusils et al., 2002). Além disso, a própria aplicação da corrente elétrica, com 

intensidade acima de 20 mA, pode alterar as características de adesão bacteriana, por 

modificar características de superfície celular (Luo et al., 2005a). 

Em projetos de biorremediação in situ onde se vislumbra o emprego da 

bioaumentação, é necessária a predição da eficiência de transporte das células 

bacterianas através da matriz porosa, para que sejam avaliados os riscos e a eficiência 

da metodologia. Este estudo teve por objetivos verificar a eletromigração de bactérias 

através de um solo argiloso tropical, bem como relacionar características de superfície 

celular e adesão das bactérias ao solo com a distribuição das células ao longo da matriz 

porosa. 

 

 

 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Isolados bacterianos 

 

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes à coleção de 

culturas do Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente 

(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB) / Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), Universidade Federal de Viçosa (UFV), Minas 

Gerais, Brasil (Tabela 1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto à sua 

capacidade de degradar hidrocarbonetos de petróleo (Oliveira, 2004). 

A identificação das bactérias foi realizada por comparação dos perfis de ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAME), com os de uma biblioteca de referência 

armazenada em banco de dados para microrganismos aeróbios de amostras ambientais 

do sistema Sherlock, da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EVA) 
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(TSBA, versão 4.0). 

 

Tabela 1 – Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petróleo 
pertencentes à coleção do LBBMA do DMB/BIOAGRO, UFV, com 
identificação (FAME/MIDI), registro de origem e substrato de crescimento 

 
Isolado Identificação Origem 1 Substrato2

LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 MMMP 
LBBMA 155 Bacillus subtilis 2 MMP 

1 – Local de origem dos isolados: (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel Passos (REGAP), Minas 
Gerais; (2) Sedimento de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro. 

2 – As siglas referem-se a (MMMP) crescimento em meio mineral adicionado de meláço em presença de 
petróleo e (MMP) crescimento em meio mineral acrescido de 1% de petróleo (p/v). 

 

2.2. Obtenção de células desnutridas 

 

As culturas-estoque dos isolados bacterianos (Tabela 1) foram ativadas em meio 

mineral NMP sólido (Bodour e Miller-Meier, 1998) e, em seguida, inoculadas em 

75 mL do mesmo meio de cultura, para incubação a 30o C e 150 rpm, até o final da fase 

de crescimento logarítmica. A seguir, as células foram coletadas por centrifugação em 

centrífuga MR23I (JOUAN), a 6.000 g e 4oC por 10 minutos. Esse processo foi repetido 

por três vezes com ressuspensão das células em solução salina a 0,85% de NaCl. As 

células foram ressuspendidas em meio mineral NMP desprovido da sua principal fonte 

de nitrogênio (sulfato de amônio), o que elevou a relação C:N de 25:1 para 1.320:1. A 

concentração celular nesse meio foi ajustada para valores entre 108 e 109 UFC mL-1. As 

células de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foram mantidas no meio de desnutrição 

durante 72 horas e as de Bacillus subtilis LBBMA 155 foram mantidas no meio de 

desnutrição durante 2 semanas, para a obtenção de esporos. 

 As suspensões de células e de esporos utilizadas para a determinação das 

características de superfície e para os ensaios de transporte eletrocinético foram 

preparadas coletando-se as células por centrifugação em centrífuga MR23I (JOUAN), a 

6.000 g e 4oC por 10 minutos, e lavando-as três vezes em NaCl a 0,85%. Por fim, as 

células foram ressuspendidas em PBS (Jones et al., 1996) na concentração de células 

requerida em cada experimento. 
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2.3. Características de superfície dos isolados 

 

2.3.1. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial, adesão ao solo 

e comprimento celular 

 

As determinações das características de superfície celular foram realizadas 

segundo protocolos descritos nos itens 2.3 (hidrofobicidade) e 2.4 (carga celular) do 

artigo 1. A capacidade de adesão celular ao solo foi avaliada de acordo com o protocolo 

descrito no item 2.5 do mesmo artigo. O comprimento celular foi determinado segundo 

protocolo descrito no item 2.6 do artigo 2.  

 

2.4. Solo 
  

 As características do solo utilizado nos ensaios de adesão são as descritas no 

item 2.2 do artigo 1. 
 

2.5. Célula eletrocinética 
 

A célula eletrocinética (Figuras 1 e 2), elaborada em acrílico, foi desenvolvida 

no Laboratório de Geotecnia e Meio Ambiente da PUC-Rio (Rivas, 2002). O 

reservatório para o corpo-de-prova consiste em um tubo com diâmetro interno de 

38 mm e comprimento de 50 mm. Os eletrodos são  feitos  de  aço  inox  316,  sendo  

situados a 88,5 mm do corpo-de-prova. As câmaras eletrolíticas são conectadas entre os 

eletrodos e o reservatório do corpo, e consistem de tubos com diâmetro interno de 

40 mm e comprimento de 96,5 mm. No topo dessas câmaras, luvas de PVC conectam 

duas pipetas graduadas com 10 mL de capacidade e 0,1 mL de resolução, utilizadas para 

medição do fluxo eletrosmótico. 
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Figura 1 – Detalhes da célula eletrocinética: a) fixador do eletrodo; b) eletrodo; c) 

reservatório (eletrólitos); d) reservatório para amostra de solo. Adaptado de 
Rivas (2002). 

 
 

 
 
Figura 2 – Célula eletrocinética, mostrando o corpo de prova na parte central. 
 
 
2.6. Preparo do corpo-de-prova 

 

O preparo do corpo-de-prova foi feito diretamente no compartimento da célula 

reservado para este fim, utilizando-se solo passado em peneira de malha 40 e 

esterilizado em autoclave. O solo foi misturado com PBS até atingir 1,25 do limite de 

liquidez, que consiste no valor de umidade no qual o solo passa do estado plástico para 

o estado fluido. Em seguida, o corpo-de-prova foi adensado com aplicação seqüencial 
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de tensão em 3 estágios, até se atingir um total de 60 kPa. Depois do solo adensado, o 

reservatório foi acoplado às câmaras eletrolíticas (Figura 2), as quais foram preenchidas 

com PBS. 

 

2.7. Movimentação de células por eletrocinese 

 

Após o preparo do corpo-de-prova e da filtração de 107 células de bactérias 

mantidas em PBS através de uma membrana Millipore (0,22 μm) (Jones et al., 1996), a 

face da membrana contendo as células foi colocada em contado com a face do corpo-de-

prova voltada para o catodo. O solo foi submetido a uma corrente de 5 mA durante 24 

horas. A seguir, o corpo-de-prova foi desmontado, dividido em 5 seções de 10 mm e 

submetido à análise da distribuição das células bacterianas. Cada seção foi 

homogeneizada por agitação mecânica e uma porção de 4g dispersa em 38 mL de PBS 

(Jones et al., 1996) contendo pirofosfato de sódio a 0,1%, sob agitação vigorosa em 

agitador tipo Vortex por 5 minutos. Diluições seriadas das suspensões bacterianas foram 

inoculadas em placas de Petri contendo meio mineral NMP, com o uso da técnica do 

espalhamento em superfície, sendo as placas incubadas a 28o C. As contagens de 

colônias foram efetuadas no período de até 48 horas após a aplicação do inóculo. 

Para a avaliação da eficiência do transporte, os cálculos levaram em 

consideração a eficiência de recuperação de células pelo método de contagem utilizado. 

Foram realizados os seguintes controles para os ensaios: 

- controle da sobrevivência das células densutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 

81A e dos esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 em suspensão PBS durante 24 

horas. Este controle foi realizado para verificar a ocorrência de perda de viabilidade 

celular após transferênca para PBS; 

- controle do total de células recuperadas em ensaios com o solo desestruturado e 

com o solo adensado. Este controle foi realizado para verificar se o corpo de prova 

reconstituído por adensamento apresentaria recuperação de células diferencidada do 

solo passado em peneira, bem como para verificar diferenças entre os isolados na 

recuperação de células misturadas ao solo. Para o controle em solo adensado o corpo de 

prova foi preparado segundo procedimentos descritos no item 2.6, em seguida foram 

inoculados um total de 107 UFC segundo procedimento descrito no item 2.7, contudo, 

não foi aplicada corrente elétrica. Ao final de 24 horas o corpo foi fracionado e a 

distribuição de UFC foi avaliada seguindo procedimentos descritos no mesmo item. 
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Para o controle em solo desestruturado o mesmo número de células foi misturado em 

100g de solo com umidade de aproximadamente 35%, a concentração de células 

recuperadas para este controle foi analisada logo após e 24 horas após a inoculação; 

- controle de contaminação. A célula eletrocinética foi produzida em acrílico, 

material que não pode ser esterelizado por calor. Este controle foi realizado, utilizando-

se as mesmas condições dos ensaios, contudo sem a adição de bactérias,  para verificar 

se a manipulação do solo ou o processo de esterilização do solo e da célula 

eletrocinética foram adequados; e 

- controle de movimentação de células sem a aplicação de corrente elétrica. Este 

controle foi realizado para verificar a ocorrência de migração celular independente da 

aplicação de corrente elétrica. O ensaio foi conduzido nas mesmas condições descritas 

nos itens 2.6 e 2.7, contudo sem adição de células bacterianas. 
 

2.8. Outras determinações 

 

 Durante o decorrer dos ensaios eletrocinéticos, foi determinado o volume de 

líquido percolado. Ao final das 24 h de ensaio, foi estimado o gasto energético (VH). O 

pH (NBR 7353) e a umidade do solo (NBR 6457) ao longo do corpo-de-prova, além do 

pH das soluções eletrolíticas, foram também determinados. 

 

2.9. Análise estatística 

 

Os experimentos foram conduzidos obedecendo a um delineamento em parcelas 

subdivididas, com três repetições. Os dados foram submetidos à Análise de Variância a 

5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%.  

 

 

 

 

3. Resultados e Discussão 

 

 Os isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155 não 

diferiram quanto à hidrofobicidade celular (Tabela 3), sendo ambos considerados 

altamente hidrofílicos. Também não diferiram quanto ao tamanho celular (Tabela 3), 
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apresentando ambos a forma cocóide. As células vegetativas desnutridas de 

Pseudomonas sp. LBBMA 81A foram caracterizadas por apresentar valores 

significativamente inferiores de cargas celulares superficiais aniônicas, valores 

ligeiramente superiores de cargas celulares superficiais catiônicas e menor adesão às 

partículas de solo, em comparação aos esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 (Tabela 

3). Tem sido demonstrado que a adesão bacteriana é influenciada pela hidrofobicidade 

(Vadillo-Rodríguez et al., 2005) e pelas cargas da superfície celular (Gusils et al., 2002). 

Portanto, a maior adesão dos esporos de B. subtilis LBBMA 155 ao solo parece ser 

decorrente da maior quantidade de cargas aniônicas em sua superfície (Tabela 3), 

comparativamente às células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A. 

 
 
Tabela 3 – Características de células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. 

LBBMA 81A e de esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 
 
Propriedades  Pseudomonas sp. LBBMA 81A Bacillus subtilis LBBMA 155 
Hfb 1,62 (0,50) A 3,29 (1,04) A 
KdCC 1,049 (0,010) A 0,125 (0,009) B 
KdCA 5,879 (0,251) B 69,49 (10,98) A 
RC 5,603 (0,265) A 577,5 (137,2) B 
KdA1 32,32 (1,54) B 541,4 (8,09) A 
KdA2 47,49 (1,52) B 945,6 (34,4) A 
RL 1,47 (0,05) B 1,75 (0,03) A 
CC 0,64 (0,04) A 0,67 (0,02) A 
Hfb = Hidrofobicidade, KdCC = Cargas celulares catiônicas, KdCA = Cargas celulares aniônicas, RC = 
Razão KdCA/KdCC, Ads1 = Adesão fraca, Ads2 = Adesão forte, RL = Razão Ads1/Ads2, CC = 
Comprimento celular. 
Valores entre parêntese correspondem ao erro-padrão da média. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 Modificações das características da superfície celular encontradas para o gênero 

Pseudomonas, em razão da desnutrição, já foram descritas na literatura (Jana et al., 

2000; Sanin, 2003; Sanin et al, 2003). Contudo, dados acerca das características de 

superfície de esporos de Bacillus subtilis ainda são escassos na literatura (Chada et al, 

2003; Driks, 2004). A superfície do esporo de Bacillus subtilis consiste de uma estrutura 

denominada capa, rica em camadas protéicas. Essa estrutura confere ao esporo grande 

resistência a fatores ambientais adversos, além de possuir atividade enzimática capaz de 

sinalizar quando a célula se encontra em um ambiente mais favorável, permitindo que o 

esporo germine (Chada et al, 2003; Driks, 2004).  

Não foram observadas diferenças significativas (p<0,05) de gasto energético 
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durante os ensaios de eletrocinese com ou sem as células bacterianas, indicando que, 

nas condições testadas, a adição das células ao solo não alterou a condutividade elétrica 

do meio. O consumo médio de energia foi de 0,602 W (dados não-mostrados). 

 O volume de líquido percolado aumentou linearmente durante os ensaios 

eletrocinéticos (Figura 2), não havendo influência dos isolados bacterianos. Tanto nos 

ensaios com adição de células, como nos ensaios sem adição de células, o sentido do 

fluxo foi anodo-catodo, indicando que o valor das cargas líquidas dos solutos presentes 

no sistema eletrocinético é positivo (Acar e Alshawabkeh, 1993). A adição das células 

bacterianas não influenciou o sentido nem a intensidade do fluxo eletrosmótico. O 

volume de líquido percolado se deve a diversos fatores, como desbalanço de íons nos 

eletrólitos, valor de carga elétrica predominante no solo e sua condutividade hidráulica 

(Acar e Alshawabkeh, 1993; Acar et al., 1995). Provavelmente, o fluxo no sentido 

anodo-catodo ocorreu por dois fatores: o primeiro refere-se aos altos valores de pH 

encontrados na região do catodo, como resultado da eletrólise da água e da migração de 

íons; o segundo está relacionado ao volume de cargas líquidas predominantes no 

solvente do sistema, neste caso postitivo. Os valores de líquido percolado ao longo dos 

ensaios, aproximadamente 7,3 mL, representam 1/5 do volume total de líquido no solo, 

podendo ser considerados altos em solos com baixa condutividade hidráulica, como o 

utilizado no experimento. 
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Figura 2 – Volume de líquido percolado nos ensaios eletrocinéticos de transporte dos 

isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155. 
 

 A aplicação de campos elétricos no solo, sem o controle de pH, pode causar a 

geração de um gradiente de pH elevado ao longo do corpo-de-prova, em decorrência do 
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avanço de uma frente ácida no sentido catodo-anodo (Acar e Alshawabkeh, 1993). Os 

dados deste trabalho demonstraram que a utilização de PBS em baixas concentrações 

(0,1 mol L-1) mantém o pH na maior parte do corpo-de-prova próximo ao valor de 6,5 

(Figura 3). Os valores mais elevados de pH estimados para a região mais próxima ao 

anodo devem condizer com a realidade, uma vez que o valor de pH do eletrólito do 

anodo,  ao  final  do  ensaio  eletrocinético,  apresentou  valor  médio de 11,07. O pH no  
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Figura 3 – Valores de pH ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios de transporte 

eletrocinético de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A e de 
esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155. A distância é expressa a partir da 
face do corpo-de-prova voltada para o eletrólito do catodo. 

 
 
eletrólito do catodo permaneceu próximo à neutralidade (6,8 +0,08). O controle de pH 

durante a aplicação da eletrocinese como técnica de bioaumentação ou bioestimulação 

deve ser considerado, uma vez que variações bruscas de pH podem alterar a fisiologia 

das células de populações microbianas autóctones e alóctones. Adicionalmente, valores 

extremos de pH podem reduzir consideravelmente as populações microbianas do solo 

(Maillacheruvu et al, 2000; Lee e Lee, 2001; Lear et al, 2004). 

 A umidade é também uma característica físico-química do solo relevante durante 

a utilização de microrganismos do solo, haja vista que a atividade metabólica e, neste 

caso, a própria dispersão das bactérias através do meio poroso, dependem diretamente 

da água (Cattaneo et al., 1997; Jewett et al., 1999; Suni e Romantschuk, 2004). 

Demonstrou-se que não houve diferença dos teores de umidade nos ensaios 

eletrocinéticos conduzidos com células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. 

LBBMA 81A ou com esporos de B. subtilis LBBMA 155 (Figura 4). A reta de 
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regressão gerada para a umidade ao longo do corpo de prova para o isolado de B. 

subtilis LBBMA 155 possui um elevado erro (R2=0,41). Este erro pode ser entendido 

observando-se os valores de densidade ao longo dos corpos de prova utilizados nos 

ensaios de transporte (Figura 5). A aplicação da tensão de 60 kPa em todos os ensaios 

foi feita sobre a face do anodo, o que provavelmente ocasionou o maior adensamento 

próximo ao catodo. A variação de densidade entre o catodo e o anodo foi mais 

expressiva no corpo de prova utilizado no ensaio de transporte das células do isolado 

Bacillus sutilis LBBMA 155 (Figura 3). A maior densidade indicou que, nesta porção 

do corpo de prova, as partículas do solo estavam mais próximas, o que gerou um menor 

espaço vazio que pudesse ser preenchido com água, o que explica o elevado erro na reta 

gerada para os valores de umidade (Figura 4). 
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Figura 4 – Umidade ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios eletrocinéticos de 

transporte dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis 
LBBMA 155. A distância é expressa a partir da face do corpo-de-prova 
voltada para o eletrólito do catodo. 
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Figura 5 – Densidade aparente ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios 
eletrocinéticos de transporte dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e 
Bacillus subtilis LBBMA 155. A distância é expressa a partir da face do 
corpo-de-prova voltada para o eletrólito do catodo. 

 

 Para tornar possível o cálculo de eficiência de transporte dos isolados 

microbianos mediado pela aplicação de campos elétricos (ensaios eletrocinéticos), 

foram necessários ensaios prévios da eficiência de recuperação (extração) das células 

aplicadas ao solo. 

No ensaio com solo deformado foi observada uma maior recuperação celular 

logo após a adição dos inóculos bacterianos ao solo, em comparação com o porcentual 

de células recuperadas 24h após a inoculação do solo (Tabela 4). Esse resultado é 

atribuído ao aumento da força de adesão das células às superfícies das partículas de solo 

com o aumento do tempo de contato, ou a uma diminuição da viabilidade do inóculo 

(Becker et al, 2004).  

A recuperação de células nos ensaios eletrocinéticos demonstrou que o método 

recupera cerca de 50% das células desnutridas de Pseudomonas LBBMA 81A, 

enquanto que a recuperação dos espores de B. subtilis LBBMA 155 é de cerca de 43% 

(Tabela 5). Estes dados são coerentes com os resultados encontrados nos ensaios de 

adesão celular ao solo deformado, onde se demonstrou a maior tendência de adesão dos 

esporos de B. subtilis LBBMA 155 (Tabela 4).  
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Tabela 4 – Recuperação (%) de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A e 
de esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 em solo deformado  

 
Gênero/espécie Isolado CRC 0h CRC 24h 
Pseudomonas sp.  LBBMA 81A  54,5(1,52)Aa 49,5(1,36)Ba 
Bacillus subtilis  LBBMA 155 44,6(0,49)Ab 42,7(0,21)Bb 
CRC 0h 0 – Ensaio de recuperação celular em solo deformado, imediatamente após a inoculação. 
CRC 24h – Ensaio de recuperação celular em solo deformado, 24h após a inoculação. Valores entre 
parênteses representam o erro padrão da média. 
Médias seguidas de mesma letra maiúscula, na linha, e minúscula, na coluna, não diferem pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 
 

 

Tabela 5 – Recuperação de células (%) dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e 
Bacillus subtilis LBBMA 155 nos ensaios em solo deformado, solo 
compactado sem aplicação de corrente e nos ensaios de transporte por 
eletrocinese 

 
Gênero/espécie Isolado CRC 24h RC ESC RCEE 
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 49,5(1,36)Aa 50,9(5,27)Aa 50,9(5,27)Aa 
Bacillus subtilis  LBBMA 155 42,7(0,21)Ab 41,1(1,75)Ab 44,1(0,77)Ab 
CRC 24h – Ensaio de recuperação celular em solo deformado após 24 h a inoculação das bactérias. 
RC ESC – recuperação de células em solo adensado sem aplicação de corrente. 
RCEE – recuperação de células nos ensaios de transporte dos isolados por eletrocinese. 
Médias seguidas de mesma letra maiúscula, na linha, e minúscula, na coluna, não diferem pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 

 

 
A recuperação de células a partir das amostras de solo adensado, com ou sem 

aplicação de corrente, não diferiu da obtida nas avaliações com amostras de solo 

deformado (Tabela 5). Portanto, pode-se inferir que nem o adensamento, nem a 

aplicação de corrente, modificam a recuperação celular pelo método descrito por Jones 

et al. (1996).  

A aplicação de corrente elétrica propiciou o deslocamento dos esporos de B. 

subtilis LBBMA 155 e das células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A 

(Figura 6). Constatou-se que os esporos de B. subtilis LBBMA 155, a despeito do maior 

coeficiente de adesão (Tabela 3), foram transportados com maior eficiência, 

distribuindo-se em toda a extensão do corpo-de-prova. Esses resultados demonstram 

que, durante a aplicação de campos elétricos, a movimentação celular é determinada 

principalmente pelas cargas celulares negativas, as quais predominam mais 

intensamente na superfície dos esporos de B. subtilis LBBMA155 (Tabela 3). Outra 

causa  possível  para  a  maior  mobilidade  dos  esporos  de  B. subtilis LBBMA 155 em  
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Figura 6 – Distribuição de células (%), a partir do total de células recuperadas, e 

concentração de células viáveis em diferentes seções do corpo-de-prova, ao 
final dos ensaios de transporte eletrocinético dos isolados Pseudomonas sp. 
LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155. A distância é expressa a partir 
da face do corpo-de-prova voltada para o eletrólito do catodo. 

 
 
relação às células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A seria o fato de que as 

células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A, que primeiramente aderiram à 

matriz porosa, estariam causando “ripening”, ou seja, a adesão a células da mesma 

espécie (Camesano et al., 1999). Finalmente, considera-se a possibilidade de que os 

esporos de B. subtilis LBBMA 155, inicialmente aderidos à superfície das partículas da 

matriz porosa, possam estar causando o bloqueamento dessas superfícies (Camesano et 

al., 1999).  

 

 

 

 

4. Considerações Finais 

 

Este trabalho demonstrou que a técnica de eletrocinese pode ser utilizada como 

ferramenta para o transporte de bactérias em solos argilosos com baixas condutividade 

hidráulica. Demonstrou-se ainda que a migração bacteriana é mais influenciada pelas 

cargas negativas da superfície celular do que pela hidrofobicidade ou, ainda, pela 

tendência de adesão das células às partículas de solo. A maior migração observada para 

os esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 pode ser também atribuída ao efeito de 
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bloqueamento das partículas de solo ou, ainda, ao fato das células de Pseudomans sp. 

LBBMA 81A que foram primeiramente aderidas ao solo causarem “ripening” das outras 

células durante o transporte. A técnica de eletrocinese apresenta potencial para ser 

utilizada in-situ visando à introdução de bactérias em matrizes porosas com baixa 

condutividade hidráulica. Constitui assim mais uma alternativa para se realizar a 

bioaumentação, tanto em áreas contaminadas como em processos de recuperação 

avançada de petróleo melhorada por microrganismos. 
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Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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