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BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS ISOLADAS DE PLANTAS DE BRACHIARIA DECUMBENS 

CRESCIDAS EM SOLO CONTAMINADO. 
 
 
Camila Feder do Valle 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Faculdade de Agronomia 
Seropédica – RJ 
Sael Sánchez Elias 
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Seropédica – RJ 
Ricardo Luiz Louro Berbara 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Departamento de Solos 
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RESUMO: Bactérias Diazotróficas promovem o crescimento vegetal das plantas e 
podem auxiliar na fitorremediação de solos contaminados. Essas bactérias se 
associam preferencialmente com as poaceas, que a exemplo da Brachiaria 
decumbens podem ser utilizadas na recuperação de áreas contaminadas por 
metais pesados. Este trabalho teve como objetivo avaliar “in vitro” a capacidade de 
fixar nitrogênio em diferentes concentrações dos metais chumbo, cobalto e zinco 
de bactérias isoladas de solo contaminado por indústria e a resistência intrínseca 
dos isolados bacterianos à presença de altas concentrações de metais pesados. 
Foram utilizados 8 isolados mais promissores dos 45 testados para FBN inoculados 
em meio líquido JNFb puro e nas concentrações 100, 200 e 300 ppm dos metais 
chumbo, cobalto e zinco. Em chumbo houve formação de precipitado que 
desqualifica a metodologia para esta análise. As bactérias demonstraram 
resistência a alta concentração de zinco, com exceção do isolado 17. Os isolados 
14, 15, e 19 demonstraram não resistir a concentração utilizada de cobalto, os 
isolados restantes foram bem-sucedidos.  
PALAVRAS-CHAVE: Fitorremediação, Elementos-Traço, Fixação Biológica de 
Nitrogênio. 
 
 
1-INTRODUÇÃO 
 

Na atualidade, a crescente e devastadora degradação do meio ambiente 
tem como base o uso intenso e inadequado de fertilizantes e pesticidas nos solos 
que aliado ao aumento das atividades industriais e de mineração, têm sido 
apontados como os principais responsáveis pela contaminação destes , ainda dos 
cursos de água e lençóis freáticos por metais pesados (MALAVOLTA, 1994). A 
incorporação e a mobilização de diversos metais, tais como: Cadmio, Cd, Cr, Cu, Hg, 
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Pb e Zn no solo pelas diferentes atividades antrópicas excedem, em mais de 10 
vezes aos processos naturais (Singh & Steinnes, 1994), exercendo efeitos 
deletérios em diversas formas de vida, causando frequentemente, de modo 
irreversível, poluição e contaminação dos ecossistemas (Ansorena et al., 1995; 
Leyval et al., 1997). Desta forma também é gerada a contaminação da cadeia 
trófica quando íons se tornam disponíveis às plantas (MENDES et al., 2010). O 
chumbo, por exemplo, é um metal que possui baixo ponto de fusão, alta resistência 
à corrosão e alta densidade. É ingrediente de soldas, de tintas, vernizes, 
vitrificados, esmaltes e vidros, está presente na manufatura de borrachas, baterias, 
revestimento da indústria automotiva e também é utilizado como antidetonante na 
gasolina entre outros. A toxidez por chumbo nos seres humanos é denominada 
Saturnismo, que é uma doença ocupacional e de maior risco de vida em crianças e 
de grande prejuízo em adultos. A intoxicação por chumbo pode ocorrer por vias 
aéreas, alimentares ou cutâneas, sendo mais comum pelas duas primeiras, 
principalmente por trabalhadores de indústria que utilizam o metal ou por 
alimentos e água de regiões onde estas indústrias estão instaladas. É um metal 
presente na crosta em baixas quantidades e que demonstra a necessidade de 
reciclagem e de busca de substitutos. (ARAUJO et al, 1999 e ABREU et al, 1998).  

O zinco, não é considerado um metal tóxico, pois atua como fator catalítico, 
co-catalítico e estrutural, de modo geral a deficiência de zinco preocupa mais do 
que o excesso. Porém em áreas industriais é encontrado em quantidades acima do 
devido, e pode vir a ser inalado ou ingerido trazendo prejuízos à saúde humana e 
animal causando desde náuseas e diarreia até letargia. É utilizado na indústria 
como aditivo para borrachas e tintas, está presente na indústria têxtil e de 
cerâmica, na galvanização de estruturas de aço e na produção de ligas como o 
bronze. (SANTOS e FONSECA, 2012). 

O cobalto ainda não é considerado um metal tóxico no Brasil, mas nos 
Estado Unidos já foi incluído em programas com indicadores biológicos no intuito 
de informar a população de que o cobalto causa toxidez ocupacional. Pesquisas 
comprovam que a exposição a concentrações elevadas o cobalto pode levar a 
asma, fibrose e bronquite. É um elemento essencial presente na vitamina B12. 
Utilizado na indústria metalúrgica, química e de óleos e na cerâmica, como 
pigmentos (ALVES e ROSA, 2003).  

A ampla utilização destes metais gera poluição do solo, de canais de 
passagem de água e em alguns casos do lençol freático, as formas tradicionais de 
remoção destes compostos são por meio de estações de tratamento de água e de 
remoção mecânica de camadas do solo. A Biorremediação e a Fitorremediação são 
alternativas viáveis em que plantas e microrganismos atuam como 
descontaminantes, incorporando esses compostos em sua estrutura, apresentando 
algumas vantagens em relação a outras opções, tais como a incorporação de forma 
que o composto não seja mais nocivo à saúde humana e animal ou podendo 
armazená-lo para receber posterior tratamento. De qualquer forma é 
economicamente viável e não acarreta novos danos ao meio ambiente tratado, 
tornando o solo agricultável (PIRES, 2003). 
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No mundo, os solos contaminados por metais pesados precisam ser 
remediados existindo diversas estratégias e programas que perseguem essa 
finalidade Segundo Ribeiro Filho et al.2001 os programas de recuperação de solos 
incluem estratégias de mitigação da fitotoxicidade e a seleção de plantas ou  de 
microrganismos tolerantes ao excesso de metais como opções para promover a 
destoxificação ou a remoção dos elementos contaminados (ACCIOLY e SIQUEIRA, 
2000). Nessa seleção de plantas o potencial de absorção é o principal fator 
específico e geneticamente fixado para os diferentes nutrientes e diferentes 
espécies vegetais (MENGEL & KIRKBY, 1987). 

A falta de gestão dos dejetos residuais desde a revolução industrial tem-se 
convertido num problema de contaminação dos solos e águas. O acréscimo de 
considerável volume de rejeitos tem elevado os níveis de metais pesados no solo, 
em suas formas disponíveis e totais, contribuindo para o distúrbio do local, o que 
causa grandes impactos sobre os microrganismos, a vegetação e os processos 
funcionais do ecossistema (Sisti, 2002). Vários estudos têm concluído que os 
metais influenciam os microrganismos por afetarem seu crescimento, morfologia e 
atividades bioquímicas. Apesar desses efeitos tóxicos, os microrganismos que 
habitam em ambientes contaminados, têm desenvolvido mecanismos de 
resistência para conviver com a toxicidade desses metais (Gadd 2000). Bactérias 
diazotróficas isoladas destes ambientes  podem auxiliar na fitorremediação de 
solos contaminados através de diferentes mecanismos. A fitorremediacao mediada 
pelo uso de microrganismos para estimular o crescimento vegetativo da planta com 
capacidade para acumular em seus tecidos os metais é um dos processos mais 
utilizados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de isolados 
bacterianos de Brachiaria decumbens crescidas em solo com altas concentrações 
de metais pesados para sobreviver e fixar nitrogênio em diferentes concentrações 
de elementos-traço, assim como a resistência de bactérias diazotróficas à altas 
concentrações de Pb, Co e Zn para seu posterior uso na fitorremediação de áreas 
contaminadas. 

 
 

2-MATERIAL E MÉTODOS 
 
Os trabalhos foram desenvolvidos no laboratório de gramíneas da Embrapa 

Agrobiologia situada no Município de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. As 
bactérias foram isoladas de raízes e parte aérea de plantas de Brachiaria 
decumbens crescidas em solo com altas concentrações de Chumbo, Cobalto e 
Zinco. O procedimento para o isolamento das bactérias foi o seguinte: Em vasos 
com 30 mL de solo, amostrados do ecossistema contaminado, foram cultivadas 
mudas de Brachiaria decumbens como isca. Após 30 dias, foram selecionados ao 
acaso 3 amostras com as suas repetições que tivessem diferenças nos teores de 
Pb, Zn e Co, para proceder ao isolamento das bactérias a partir de tecidos vegetais 
(raízes e folhas). Foram trituradas amostras de 10 g de tecido vegetal (raízes e 
folhas) em solução de sacarose a 5%, e maceradas, e submetidas a diluições 
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sucessivas em solução de sacarose a 5% nas concentrações de 10-2 a 10-6 e 
calculado o NMP mediante consulta da tabela de McCrady (Döbereiner et al., 
1995). Destas diluições, alíquotas de 0,1 mL foram transferidas para frascos de 10 
mL com 5 mL dos seguintes meios semi-sólidos e isentos de nitrogênio: NFb-malato 
(Döbereiner, 1980) e os sais do NFb, tendo glicose, amido ou a mistura 3 g de 
glicose + 1 g de oxalato + 1 g de citrato por litro (JNFb) como fonte de carbono, em 
três repetições.  

Nessas condições foram obtidos 66 isolados que foram reativados em meio 
Dyg´s liquido. Após o crescimento, uma alíquota de 20µL foi inoculada em meio 
semissólido semi-seletivo NFb e JNFb para observação da película característica de 
bactérias fixadores de N e pureza de acordo com Döbereiner et al., (1995) e 
Baldani et al., (2014). Os testes de resistência aos metais pesados foram 
realizados tanto em meio NFb quanto no JNFb, acrescidos com concentrações de 0, 
10, 25 e 50 ppm de cada um dos metais.  O teste de fixação de N foi feito pela 
atividade da enzima nitrogenase medido através da atividade de redução de 
acetileno (ARA), realizado em cromatógrafo de gás com ionização de chama, Perkin 
Elmer, modelo F11. Foram inoculados 50 μl de cultura (com densidade ótica 
ajustada para 0,5) em frascos com volume de 10 mL contendo 5 mL dos meios de 
cultivo (JNFb para Herbaspirillum; NFb para Azospirillum) incubados a 30ºC. As 
análises foram realizadas 48hrs 72h após a inoculação seguindo os seguintes 
passos. Os frascos foram vedados com uma rolha de borracha perfurável e 1mL de 
acetileno foi introduzido com o auxílio de uma seringa e incubados por 1h a 30ºC. 
Posteriormente, 0,5 mL da atmosfera foram retirados e injetados no cromatógrafo 
de gás para determinar a concentração de etileno na amostra. Foram utilizadas 
três repetições de cada estirpe, além de meio de cultura estéril como controle de 
acordo com a metodologia de Videira, 2008. 

Dos 66 isolados, 45 formaram película e foram escolhidos oito isolados (10, 
13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19), que tinham a mesma velocidade de crescimento, 
características morfológicas semelhantes e resistência a maiores concentrações 
dos metais.  Esses isolados foram crescidos em meio Dyg´s líquido por 96 hrs a 
30ºC sob agitação de 150 rpm, após crescimento, 20µL de cada isolado foram 
transferidos para o meio de cultura semi-sólido JNFb e posteriormente incubados a 
30ºC até formação da película característica. Após confirmação de formação de 
película característica de bactérias diazotróficas em meio semissólido uma alícota 
de 26,66µL foi inoculada em 8mL de meio líquido JNFb com os tratamentos de 
100, 200 e 300ppm de chumbo, zinco e cobalto, como controle foi utilizado o meio 
livre de metal. Os tubos foram agitados a 150 rpm por 4 dias à 30ºC no intuito de 
manter o inoculado em contato com o contaminante. Após 4 dias amostras dos 
tubos foram riscados em placas de petri do mesmo meio de cultura contendo os 
metais chumbo, cobalto e zinco à 20 ppm e livre de metal. O crescimento 
bacteriano foi comparado com a origem de cada tudo após 4 dias de incubação em 
estufa à 30ºC. Características morfológicas foram descritas para separar os 
diferentes isolados e posteriormente agrupados por similaridade utilizando o 
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programa PAST.exe ver. 2.17c. A similaridade foi calculada pela equação de 
Jaccard em gráfico gerado através do pareamento de grupos.  

 
 

3-RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  
Dos 66 isolados testados, 25 foram capazes de fixar nitrogênio comprovado 

pelo teste de ARA, como se mostra na tabela 1, e apresentaram tolerância a todos 
os metais testados, com exceção do Cobalto na concentração de 50 ppm, em que 
apenas 5 isolados foram resistentes (Tabela 2). Sugere-se que esses isolados são 
promissores para a utilização em fitoremediação com gramíneas acumuladoras de 
metais pesados em processos de despoluição de solos contaminados com Pb, Co e 
Zn.   

Na presença de zinco apenas o isolado 17 não cresceu, determinando desta 
forma a capacidade de crescimento dos outros isolados nas concentrações 
observadas. O aumento da concentração do metal torna o crescimento bacteriano 
mais lento, através da comparação dos tubos de ensaio com mesmo tempo de 
crescimento, que apresentaram maior alteração do pH quanto menor era a 
concentração do metal. Na presença do cobalto não houve crescimento dos 
isolados 14, 15 e 19. Os isolados restantes tiveram seu crescimento comprovado 
em placa, uma vez que no tubo de ensaio não houve alteração do pH. Nas placas 
foi possível observar o mesmo evento que ocorreu na presença do zinco, uma 
redução do número de células viáveis à medida que a concentração do metal 
aumenta.  

A caracterização morfológica separou os isolados em dois grupos principais 
pela característica de resistência ao metal cobalto (Figura 1) onde é possível ver 
que o grupo dos isolados não resistentes ao cobalto são separados entre si pela 
cor, uma vez que o isolado 19 apresentou cor creme/amarelo e os isolados 14 e 
15 colônias de borda branca com centro azul/verde. O segundo grupo foi dividido 
em dois, onde o isolado 16 se destacou dos restantes pelo elevado número de 
colônias formadas em placa, 70. O isolado 17 se difere por não crescer em meio 
contaminado por zinco. O isolado 18 se diferencia dos isolados 10 e 13 pelo 
número de colônias crescidas em placa, sendo 30 para o isolado 18, 54 para o 
isolado 10 e 50 para o isolado 13.  

Não foi possível avaliar a capacidade de crescimento e resistência ao 
aumento da concentração para o caso do chumbo porque houve precipitação do 
metal no tubo de ensaio nas três concentrações testadas: 100, 200 e 300 ppm 
(Tabela 3). Na concentração de 50 ppm (Tabela 2), nos primeiros testes realizados, 
não ocorreu precipitação do metal no meio, ficando determinado que a mesma 
acontece em valores por cima dos 50 ppm neste meio, líquido ou semi-sólido. 
BOSSO et al, (2008) descreve diversos ensaios para a determinação da 
biodisponibilidade do Pb, e demonstra a dificuldade de realizar análises eficientes e 
diretas uma vez que este metal pode formar diversos compostos menos solúveis já 
que possui afinidade química com diversos átomos abundantes tanto na natureza 
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quanto nos meios utilizados para o crescimento microbiano “in vitro”. Ficando aqui 
a necessidade de aprofundar o estudo sobre as possíveis interações do Pb com o 
meio utilizado.  

Dado de extrema importância considerando que em trabalhos como o de 
DIASJÚNIOR et al., (1998) não foi verificada a presença de bactérias diazotróficas 
em solos contaminados pela mineração de zinco, mas a presença dessas bactérias 
foi confirmada pelo autor em áreas próximas á região degradada. O isolamento de 
bactérias diazotróficas a partir de solos contaminados tem sido descritos também 
por Moreira et al., (2008).  

Em solos tratados com resíduos siderúrgicos e biossólido industrial (Melloni 
et al., 2000) e em áreas sob reabilitação de bauxita (Melloni et al., 2004; Nóbrega 
et al. 2004) Segundo Baldani e Baladani (2005) nos meios seletivos para 
diazotróficos, não só crescem as baterias para os quais foi desenvolvido, outras 
bactérias podem crescer também. Por tal motivo são necessários outros testes até 
a seleção final de cada estirpe fixadora. 

Os microorganismos isolados de um ambiente poluído com metais pesados 
podem ser caracterizados como tolerantes aos níveis de contaminação perto deles, 
bem como as plantas, o fato de estar nesses solos onde até agora altos níveis de 
contaminação por Pb, Zn e Co foram determinados poderia significar que eles 
possuem mecanismos adaptativos que lhes permitem sobreviver nessas condições 
de estresse. Segundo Atlas e Bartha (2002) dentro da complexidade dos 
ecossistemas e suas respostas aos poluentes, as comunidades microbianas pelo 
seu metabolismo diverso são capazes de usar esses compostos como fontes de 
energia. Outros tipos de análises são necessários para comprovar ou entender tais 
mecanismos adaptativos envolvidos. 
 

 Isolados  NMP n° de cel/mg de peso 
fresco 

ARA 
nmol/mL/h 

1 3 4,65 4,01 
2 6 4,3 2,03 
3 13 4,65 5,28 
4 14 4,97 3,9 
5 15 4,97 3,9 
6 19 4,97 3,9 
7 20 4,97 3,51 
8 28 4,97 3,9 
9 29 4,97 3,9 

10 30 4,97 3,9 
11 31 4,65 5,28 
12 32 3,39 4,88 
13 33 4,65 4,01 
14 37 4,65 5,28 
15 39 4,97 3,51 
16 40 4,97 3,9 
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‘7 41 4,97 3,9 
18 44 4,65 5,28 
19 45 4,97 3,51 
20 46 4,65 5,28 
21 47 3,97 4,94 
22 48 4,97 3,51 
23 49 4,65 5,28 
24 50 4,65 5,28 
25 51 4,65 5,28 

Tabela 1: Resultado de teste de atividade de redução de acetileno e número mais provável. 

 
 

Isolad
os 

Capacidade de resistência em meio contendo metais pesados 
10ppm 

Pb 
25ppm 

Pb 
50ppm 

Pb 
10ppm 

Co 
25ppm 

Co 
50ppm 

Co 
10ppm 

Zn 
25ppm 

Zn 
50ppm 

Zn 
31 + + + + + + + + + 
44 + + + + + + + + + 
49 + + + + + + + + + 
50 + + + + + + + + + 
51 + + + + + + + + + 

Tabela 2: Resultado de resistência aos metais testados dos 5 isolados mais promissores. 

 

 
Figura 1: Árvore dos isolados agrupados por similaridade morfológica pela equação de Jaccard. 
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13 s s s s s s s s s s 

14 s s s s s s s s s s 

15 s s s s n n n s s s 

16 s s s s n n n s s s 

17 s s s s s s s n n n 

18 s s s s s s s s s s 

19 s s s s n n n s s s 
Tabela 3: Crescimento microbiano em placas de petri dos oito isolados avaliados. 

 
 
4. CONCLUSÕES 
  

Os isolados 10, 13, 16 e 18 de Braquiaria decumbens crescida em solos 
contaminados com Pb, Zn e Co apresentam a maior resistência aos metais. O 
isolado 17 não é recomendado para  ser utilizado na fitorremediação de solos 
contaminados por zinco. No caso dos isolados 14, 15 e 19 estes não são 
promissores para solos com elevadas concentrações de cobalto. A resistência e 
capacidade de crescimento de bactérias diazotróficas em chumbo ainda podem ser 
estudados com novos métodos.  
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ABSTRACT: Diazotrophic bacteria promote the plant growth of plants and can aid in 
the phytoremediation of contaminated soils. These bacteria preferentially associate 
with poaceae, which like Brachiaria decumbens can be used to recover areas 
contaminated by heavy metals. The aim of this work was to evaluate the in vitro 
ability to fix nitrogen in different concentrations of lead, cobalt and zinc metals 
isolated from contaminated soil by industry and the intrinsic resistance of bacterial 
isolates to the presence of high concentrations of heavy metals. Eight more 
promising isolates of the 45 tested for FBN inoculated in pure JNFb liquid medium 
and in the 100, 200 and 300 ppm concentrations of the lead, cobalt and zinc 
metals were used. In lead, precipitate formed that disqualifies the methodology for 
this analysis. Bacteria demonstrated resistance to high zinc concentration, except 
for isolate 17. Isolates 14, 15, and 19 were found to not resist the concentration of 
cobalt used, the remaining isolates were successful.  
KEY WORDS: Phytoremediation, Trace Elements, Biological Fixation of Nitrogen. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


