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“Microbiology is a science, but a touch of art and craft is always desirable, even essential
for progres to be made”

John Postgate



Dedico este trabalho ao Jodo Paulo pelo apoio, incentivo e por acreditar em mim e aos
meus gatos Tico, Teco e recentemente ao Bab&o por tornarem estes dias mais alegres...



A minha familia, que mesmo distante, sempre foi motivo de inspiracdo e energia
necessarias a conclusdo de todas as etapas deste trabalho. Em especial aos meus avos
Maria do Amparo Damasceno e Sebastido Lima Coelho (in memorian), meus tios Marleine

Lima Coelho Bravo, Jodo Carlos S. R. Bravo e Valmir de Lourdes Coelho e a0 meu primo
Icaro Sebasthian Lima Bravo.

Vi



AGRADECIMENTOS

Desde o meu primeiro contato com a Microbiologia Ambiental no sétimo periodo do
curso de Ciéncias Bioldgicas com a professora Gabriela Frois Duarte, pude ter nocdo do
que realmente me despertava interesse como estudante e pesquisadora. Fiquei encantada
com a possibilidade de aplicar o conhecimento biol6gico pratico na melhoria do Meio
Ambiente. Embora sempre gostasse de todas as areas das Ciéncias BiolGgicas, 0 mero
descritivismo que impera em muitas de suas linhas me intrigava. A caminhada pela busca
de conhecimento no mundo microbiano nao foi facil, cheio de tropecos, escolhas e

mudangas...

E por isso, apenas com muita paixdo foi possivel superar todas as dificuldades
encontradas. Agradeco a todos os desafios, muitas vezes materializados por pessoas, pois a
superacdo dos mesmos certamente me tornou uma pesquisadora e, sobretudo uma pessoa
melhor. Agradeco principalmente a todas as pessoas que me auxiliaram na confeccdo desta
dissertacdo e na minha formagio como mestre. E impossivel mencionar todas as pessoas
que participaram desse processo. Merecem serem citadas primeiramente minhas
orientadoras Monica e Silvana. Obrigada a vocés por me aceitar, por acreditarem no meu
trabalho e pela confianca depositadas. VVocés sdo exemplos de mulher, profissional e mae e

me espelharei no exemplo de vocés sempre!

Aos professores da graduacdo UFOP em especial ao Romulo Ribon e ao Francisco
Candido Barreto.

Agradeco aos colegas de trabalho sem os quais tudo seria mais dificil:

Débora Silva pela amizade, disposi¢cdo em ajudar, companheirismo e por sempre me

escutar.
Heloisa Cavallieri pelo exemplo de dedicagdo e foco, convivéncia e amizade.

Cristiane Cerceau pela amizade e por compartilhar comigo os piores e melhores

momentos!!!

A Leticia, por sempre estar disposta quando solicitei ajuda e também por me escutar

sempre que precisei.

Ao Leonardo Paiva, Patricia Freitas e Sueli Bertolino, pelo apoio, amizade e pelos
divertidos momentos nos Congressos de Microbiologia, em especial ao realizado em Porto
de Galinhas.

vii



Aos meus amigos da época da graduacdo da turma de Ciéncias Bioldgicas da UFOP
2002-2006, em especial Ivan Cezarini, Liliane Carvalho, Ana Carolina, Alessandro

Dornelas e Lorena Coelho.

Aos meus amigos do Alojamento Marcelo Muniz, Sueli Damasceno e Liliam Chaves,

por compartilharem comigo muitas estorias de vida e do meio académico...

Aos técnicos do Laboratorio de Microbiologia: Luizinho, Regina, e em especial a

Marli, pelo apoio, ajuda e disposicéo.

A professora coordenadora do Laborat6rio de Microbiologia Maria Célia Lanna, por
me ceder gentilmente o espaco do laboratdrio para realizagdo dos experimentos de Biologia
Molecular e onde eu passei a maior parte do tempo.

Ao professor Geraldo Magela do Departamento de Quimica por realizar gentilmente as

analises dos precipitados.

Aos professores de Microbiologia Lydston Carvalho e Patricia Quaresma pela ajuda,

apoio e discussoes.

Ao professor Luiz Rosa, pelo apoio, ajuda e disposi¢ao que foram fundamentais para a
realizacdo deste trabalho.

Ao Laboratorio de Bio&Hidrometalurgia do Departamento de Metalurgia da UFOP por
me acolher no inicio do mestrado e por ceder o espaco para realizacdo dos experimentos de
DGGE.

Ao Laboratdrio de Microbiologia da Escola de Farmécia em especial & Rejane, pelo

auxilio em alguns ensaios bioquimicos.
A Capes pela concesséo da Bolsa de mestrado.

A FAPEMIG e & PROGRAD-UFOP pelos auxilios financeiros fundamentais para a

participacdo dos eventos de divulgagéo de parte desta pesquisa.

A Deus pela oportunidade de realizar todas essas experiéncias.

viii



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt bbb Xi
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt na e xii
LISTADE NOTAGOES. ...t ses s asss s s st xiii
RESUMO ...ttt b ettt e et esb e et e e be e enteenaeeenbeenbee s XV
ABSTRACT ettt re e XVii
CAPITULO I- INTRODUGAOD.........cooiiiiieeeee et ers st 1
1L OBIETIVO GERAL ....oo ittt sttt 3
1.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....coveeveeeeeeeesteesse et st ssnsn s sasenaans 3
CAPITULO - REVISAO BIBLIOGRAFICA. ....cc.oviriinrineiniineiesiseisessesississsesesssens 4
2.1 Ocorréncia, Distribuico e Aplicagdo do ArSENIO ..........ccvvverieiieieiee e, 4
2.2 Toxicidade € EXPOSICAO @0 AISENIO .....cceeiveeieiieiieie e ste e see e sre e re e sre e e 5
2.3 Arsénio €m OUI0 Pret0 - MG ....ccuooiiiieiiecieee e 7
2.4 Métodos de Tratamento de Efluentes contendo Ars€nio.........ccocevevereienenisienrenenn, 9
2.5 BIorremediagio de ATSENIO .....c.oiviiiiiiiiisi et 15
2.6 Mecanismos microbianos de remogao de MEtais ........cceevveveeieiiieve e 16
2.7 REFERENCIAS.......coo oottt st na e aesaenneaneas 23
CAPITULO H1- METODOLOGIA. ......oocoitieeeeeeeeeeeeeee e enes s es s snees 32
3.1 Coleta, cultivo e Manutencédo das Culturas bacterianas ............c.cccocveveivieieeseeinenen, 32
3.2 Adaptacao dos CONSOrCIOS 80 AISENIO .........ciruiiererierieieeete et 33
3.3 EXtracao de DINA € PCR ..ottt 34
3.4 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)........ccccoovivniiiiiiiniennn 35
3.5 Caracterizacao dos isolados do coOnSOrcio l.........ccevveieiiiiiiiecic e 36
3.5.1 Caracterizagdo morfoldgica e produgdo de eSPOr0S .........coveververeeerieriereeenieseeeeen, 37
3.5.2 Caracterizagdo DIOQUIMICA .......c.coveiiiieciece e 37
3.5.3 Caracterizacdo Molecular dos iSOladOsS ..........ccevvveiveriiieniee e 39
3.6 Experimentos de reducao de SUlfato ..........c.ccveeiiiii i 40
3.7 Caracterizacao dos precipitados por Difracdo de raios-X (DRX) ......cccccvvvervriennnnns 42
3B REFERENCIAS ...ttt ettt 43
CAPITULO IV- RESULTADOS......coooeiieeteeereesee e tesie s tenes s sensssn st 44
4.1 INTRODUGAOD........coooeeeeeeeeeeeteseeeee e sen s 45
4.2 METODOLOGIA. ...ttt sttt 48
4.2.1 Origem e Condigdes de cultivo dos CONSOICIOS .........cueireerieiienenienesiesieseeeeee s 48
4.2.2 Adaptacdo dos Consorcios ao cultivo em presenca de Arsénio .........c.ceeveveeenenne. 49
4.2.3 Extracdo de DNA e amplificagdo por PCR ........ccciiiiiiiiiieee e 49
4.2.4 Andlise por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) ..................... 50
4.2.5 ODBtenGE0 d0S 1S010O0S .......cueiviiiiieiieee s 50
4.2.6 Caracterizacdo morfoldgica dos iS0lados ...........ccocviiiiiieieieiese e 51
4.2.7 1dentificagao BIOQUIMICA. ........eiuiiiiiiieieie et 51
4.2.8 ldentificacdo Molecular dos 1S01ad0S ..........coviiiiiieiiiesee e 52
4.2.9 Experimentos de reducdo de SUITatO .........cccceveeeeiieiicie s 52
4.2.10 Caracterizacao dos precipitados por Difracdo de raios-X (DRX) ......cccccevvrennens 53
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooeuiieieieeeiieessesiesesesaess s ses s senas s 54



4.3.1 Enriquecimento e Adaptacdo dos Consdrcios ao cultivo em presenca de Arsénio 54

4.3 2 Perfil 8 DGGE ....ocvieiiiiee e 54
4.3.3 CONSUMO dE SUITALO. ... .cuiiieiiieiiieie e 56
4.3.4 Caracterizacgdo e identificaco dos 1S01ad0S ..........ccevvevveiieieeie e 57
4.3.5 Caracterizagao dos PreCipitatos ........ccveveirerierierieriesiesiee e 65
A4 REFERENCIAS ..ottt 69
CAPITULO V- CONSIDERACOES FINAIS.........coeieieeeceeeeeeeeeeseeeeeeses s s 74
5.1 CONCIUSDES. ....c.veeueeitieiiieee ettt sttt ettt et e s saeeneesneesbeebeeneenreas 73
5.2 Sugestdes de trabalnos FULUIOS ..........coveiiiiiiicc e 74
CAPITULO VI=- ANEXOS.......oiiieieieeeieessesieseses e esissessesseses s sesassss s s s sssssessans 76
ANEXO 1- Protocolos de Biologia Molecular.............ccocoooiiiiiiniiiieeeee, 75
ANEXO 2- Meios utilizados na Identificacdo Bioquimica............ccccccevvvevvereiecieennenne 80
ANEXO 3- Experimento para dosagem de reducdo de sulfato............ccccevvrvrirnnnennen, 82
ANEXO 4- PUDICAGOES. ... veveeiteeieciee ettt ste ettt et sta e sae e e sneesraeneennes 85



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1: Perfil geoldgico da cidade de Ouro Preto-MG modificado por (Gongalves, Lena
BL AL, 2007 )ittt E et b et et nbe e benre e re e teaneenneas 8

Figura 3.1: Cuba de eletroforese em gradiente desnaturante, seta indica o gel acondiconado
N0 “SANAUICHE™ ...oiii it e et e e et ee e e e et be e e e s abae e e e s sabeeeeeeebaeneeans 36

Figura 4.1: Imagem de Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) corado com
Brometo de Etideo contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S amplificado com
iniciadores universais para Bacteria. (Amostras A adaptadas a 8 mgAs.L™ ; amostras B :
AUSENCIA 08 AS NO MEBIO).....iivieieeieiiie sttt te e e e e ste e s e e be s e e saeeneeneesreeneens 55

Figura 4.2: Curva de remocao de sulfato e variacdo de pH do consdrcio | sob cultivo em
Q1L ot W (=T 67T o o TSSO 56

Figura 4.3. Arvore filogenética contendo sequéncias do gene DNAr 16S (~ 400 pb)
construida pelo método Neighbor-Joining. Analise de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra
COITESPONAE @ 0,500, ....veieeeiiiesiieie ettt sae s re e be et esseesaeeneesreenseenaeas 63

Figura 4.4. Espectro de Difragdo de Raios X do precipitado gerado ap6s cultivo do
consorcio | sob cultivo em meio liquido contendo sulfato na concentracéo de 3 g.L e
arsénio na concentragio de 16 MY.L ™ .. ... 67

Figura 4.5: Espectro de Difracdo de Raios X do precipitado gerado apds cultivo do

Consércio | em meio liquido contendo sulfato na concentracio de 3 g.L™ e arsénio na
concentracdo de 16 mg.L™ utilizando-se células inativadas por autoclavagéo.................... 68

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1: Caracterizacdo morfologica dos isolados obtidos a partir do Consércio I........ 58
Tabela 4.2: Caracterizacdo Bioquimica dos isolados do Consorcio l.........ccccceeeviveveneennnn, 60

Tabela 4.3 Proximidade taxondmica entre os isolados seqlienciados e as bactérias

catalogadas N0 GENBANK. ........ccviiiiie it 63

xii



uL

As

APS

ATP

BRS

BSA

CO;
CONAMA
COPASA
DAM
DNA
DNAr 16S

dNTP
EDTA

ETE
°C
H20;
H,S
mg
mL
mM
M.O
NaOH
NCBI

PBS

LISTA DE NOTACOES

Microlitro

Arsénio

Persulfato de Aménio

Adenosina Trifosfato

Bactérias Redutoras de Sulfato

Soro Albumina Bovina

Dioxido de carbono

Conselho Nacional de Meio Ambiente
Companhia de Saneamento de Minas Gerais
Drenagem Acida de minas

Acido Desoxirribonucléico

Acido Desoxirribonucléico da por¢io 16S
ribossomal

Desoxirribonucleotideo

Etileno amino tetraacetato de sodio
diidratado
[CH,;N(CH,.COOH)CH,.COONa],.2H,0

Estacdo de Tratamento de Esgoto
Graus Celsius

Perdxido de Hidrogénio

Sulfeto de hidrogénio
Miligramas

Mililitro

Milimolar

Microscopio optico

Hidroxido de Sodio

National Center of Biotechonogy
Information

Pares de bases

Phosphate Buffered Saline (Tampao fosfato
salino)

Xiii



PCR
DGGE

pH
PVPP
RPD
rpm
SDS
SO,”
TAE
Taq

TEMED

Tris

UASB

UFMG
UFOP
UFC
uv

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Denaturing gradient gel electrophoresis ou
Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante

Potencial Hidrogenibnico
Polivinilpolipirrolidona

Ribossomal Database Project

rotagdes por minuto

Dodecil sulfato de sodio

Sulfato

Solucdo Tampé&o com Tris-Acetato-EDTA

Termophilus aquaticus (Tag DNA
polimerase)

N, N, N, N — tetrametil etileno diamina
(hidroximetil)aminometano - C4H11NO3

Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Reator
anaerdbio de manta de lodo e fluxo
ascendente)

Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Ouro Preto
Unidade Formadora de Coldnia

Ultra-Violeta

Xiv



RESUMO

O Arsénio (As) esta naturalmente presente no ambiente terrestre associado a minerais
sulfetados em rochas e sedimentos. Devido a oxidagdes quimicas e bioldgicas e
principalmente a atividades ligadas a mineracdo e metalurgia, 0 As € mobilizado de
depdsitos naturais tornando-se um importante contaminante ambiental. Em baixissimas
concentracdes, esse metaldide e toxico para diversos seres vivos. Varios estudos tém sido
realizados a fim de remediar tais impactos imobilizando este elemento. Dentre as
metodologias propostas podemos citar com destaque a utilizacdo de micro-organismos na
remocao de metais de efluentes e corpos d’agua contaminados. Bactérias podem remover
metais de uma solugdo por diferentes mecanismos, tais como aqueles que envolvem a
acumulacdo extracelular/precipitacdo, a adsor¢do ibnica na superficie celular ou
complexacdo, e a acumulacdo intracelular ou bioacumulacdo. A remoc¢do de metais dos
ambientes aquéaticos também pode ocorrer pela acdo de metabolitos produzidos pelas
bactérias presentes como, por exemplo, pelo H,S produzido pelo grupo das Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS). Estes micro-organismos sdo peculiares por, através da
reducdo quimica do sulfato, produzir sulfeto que, por sua vez, é capaz de precipitar metais,

na forma de seus sulfetos insollveis.

O presente trabalho teve como objetivo geral a prospeccdo e identificacdo de bactérias
resistentes ao Arsénio presentes em corpos d’dgua, sedimentos e em reator de tratamento
de esgoto, visando uma potencial aplicacdo na biorremediacdo de efluentes industriais
contendo este elemento. Foram coletados sedimentos de corrego contaminado com esgoto
domeéstico em Ouro Preto, de lodo de reator UASB (Reator Anaerdbio de Manta de Lodo e
Fluxo Ascendente) da ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto) Arrudas, em Belo
Horizonte, ambas em MG; e do sedimento do Mangue de Carneiros, em Tamandaré, PE.
Os diferentes consércios microbianos obtidos foram caracterizados morfoldgica e
metabolicamente inclusive na presenca de compostos arsenicais a fim de identificar
aqueles com maior potencial de aplicacdo biotecnoldgica. A analise do perfil eletroforético
das bandas obtido por DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) mostrou uma maior
diversidade de bactérias tolerantes ao As em dois consorcios provenientes de ambientes
contaminados com esgoto. Houve, entretanto, uma diminuicdo da diversidade microbiana
quando em presenca do As. Os resultados mostram a adaptagdo dos micro-organismos a
concentracdes de As superiores ao exigido pelo padrdo de limite méximo de langcamento
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de efluentes permitido pelo CONAMA 357 (0,5 mg.L"), indicando potencial de aplicacéo
dos consorcios na remocao de As de efluentes e aguas contaminadas. Analises de reducao
de sulfato pelo consorcio | indicam percentuais de remogéo de sulfato da ordem de 93%,
nas condicGes adotadas. A analise do precipitado formado pelo Consorcio | indica a
presenca do mineral whitloquita (Ca,MQ)3(PQO4),;) sugerindo a hipdtese de formacéao
bacteriana que pode estar relacionado a mecanismos de substituicdo do fdésforo pelo
arsénio na célula ou servir como armazenamento para a regulacéo de elementos essenciais
pelas bactérias. A identificacdo morfoldgica, bioquimica e molecular dos s do Consorcio |
indica como presentes Escherichia coli, Clostridium sp e Bacillus sp., espécies estas que
sdo usualmente citadas na literatura como estando relacionadas a processos de

biorremediacdo de metais.

Palavras-chave: biorremediacdo, biossorcdo por bactérias, arsénio, tratamento de

efluentes, Escherichia coli, Bacillus sp, Clostridium sp..
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ABSTRACT

Arsenic (As) is naturally present in the terrestrial environment associated with sulfide
minerals in rocks and sediment. Because of chemical and biological oxidations and
especially the activities related to mining and metallurgy, As is mobilized from natural
deposits becoming an important environmental contaminant. This metalloid is toxic to
many living things even if in very low concentrations. Several studies have been done
trying to minimize such impacts by immobilizing this element. Among the methods
proposed we would like to emphasize the use of microorganisms for metal removal from
wastewater and contaminated waterbodies. Bacteria can remove metals from solution by
different mechanisms such as those involving the extracellular accumulation/precipitation,
adsorption or ion complexation on the cell surface and intracellular accumulation or
bioaccumulation. The removal of metals from aquatic environments can also occur by the
action of metabolites produced by bacteria, for example, H,S produced by Sulfate
Reducing Bacteria (SRB) group. These microorganisms are peculiar due to the fact that
they are able to chemically reduce sulfate producing sulfide, which by it turn is able to
precipitate metals like their insoluble sulfides. This study is aimed to the searching and
identification of arsenic resistant bacteria naturally present in water bodies, sediments, and
sewage treatment reactor with potential application for water and wastewater treatment,

targeting on bioremediation of industrial arsenic containing effluents.

The different microbial consortiums were morphologically and metabolically
characterized even in the presence of arsenic compounds in order to identify those with the
greatest biotechnological application potential. The electrophoretic bands profile obtained
after DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) analysis showed a great diversity in
arsenic tolerant bacteria for two studied consortia (both obtained from sewage
contaminated environments). As expected, there was a decrease in microbial diversity in
the presence of As. Nevertheless, results shown that some of those microorganisms were
adapted to the cultivation in the presence of As concentrations above those established by
the Brazilian National Council of Environment as the maximum arsenic content for
effluent discharging (0.5 mg.L™), indicating potential application for As removal in

effluent and contaminated water. Analysis of sulfate reduction by the consortium I indicate
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sulfate removal rates of around 93% under the adopted conditions. The analysis of the
precipitate formed after Consortium | cultivation by X-Ray diffraction indicates the
presence of the mineral whitlockite (Ca,Mg)3(PO4),) suggesting the possibility of
biomineralization that may be related to the mechanisms of phosphorus substitution by
arsenic within the cell or, as a second hypothesis this mineral could be use by bacteria
cells like a storage stock for metabolic regulation of those essential elements. The
morphological, biochemical and molecular identification of some of the microorganisms
presents in the Consortium | indicate Escherichia coli, Clostridium sp. and Bacillus sp., as
being the predominant species. These species are usually cited in literature as being related

to metals bioremediation processes.

Keywords:  bioremediation, biosorption by bacteria, arsenic,  effluent  treatment,
Escherichia coli, Bacillus sp, Clostridium sp..
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CAPITULO I- INTRODUCAO

Atualmente a contaminacdo dos solos e dos recursos hidricos com metais e metais
pesados tem sido um dos maiores problemas ambientais. Uma das principais fontes deste
tipo de contaminacéo é a emissdo de efluentes industriais contendo elevada concentracéo
destes elementos. Ao contrério dos poluentes organicos que geralmente sdo caracterizados
por facil biodegradabilidade, os metais sdo toxicos e ao serem liberados no Meio
Ambiente sdo recalcitrantes e podem ser acumulados pelos seres vivos, podendo causar
disturbios nas cadeias alimentares, e consequentemente afetar a salde e qualidade de vida

dos animais e do homem.

A busca por novas técnicas vidveis e de baixo custo na implantacdo e operacao de
tratamentos de residuos liquidos e solidos tem despertado o interesse de académicos e
empresarios que tém conduzido pesquisas no desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem a reducdo das emissbes e, sobretudo a remediacdo das contaminacfes por

metais pesados.

Atualmente o tratamento de aguas residuarias consiste na aplicacdo de técnicas fisico-
quimicas tradicionais que incluem precipitacdo e filtracdo, troca ibnica, osmose reversa,
oxidacdo e reducdo, separacdo eletroquimica, separacdo por membrana, bem como outras
técnicas de remocdo de metais pesados. Estas técnicas sdo pouco efetivas e geralmente
caras devido a dificuldade de regeneracdo ou reutilizacdo dos metais removidos que
frequentemente é complicada ou economicamente inviavel. O desenvolvimento de
métodos alternativos de tratamento de aguas residuarias de baixo custo aliados a indices
cada vez menores de liberacdo de metais no Meio Ambiente é de grande valia nos dias

atuais.

A biossorcdo & uma alternativa biotecnologica promissora na substituicdo ou
polimento das classicas técnicas fisico-quimicas, pois 0s biossorventes possuem baixos
custos e Otima eficiéncia na remocdo dos metais em solugdes mesmo com baixas
concentragdes. Varios estudos tém sido realizados sobre o uso de materiais naturais como
sorventes para o arsénio. No entanto, a literatura carece de estudos mais aprofundados

sobre os mecanismos envolvidos no processo de biossorcdo. O estudo aprofundado de



aspectos envolvendo os micro-organismos que sdo utilizados nesses processos pode
contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de
retencdo de metais por bactérias. O presente trabalho contribui nesse sentido ao identificar
e caracterizar um consoércio de bactérias que apresenta caracteristicas essenciais de

aplicacdo das mesmas em processos de retencao de arsénio bem como de outros metais.

Para melhor entendimento e organizacdo desta dissertacéo, a estrutura de apresentagéo
compreende 5 capitulos. Esta introducdo correspondente ao Capitulo 1. O Capitulo I
abrange a revisdo da literatura que abrange tépicos teoricos e resultados obtidos por outros
autores com relacdo aos metais e sua biorremediacdo. A metodologia experimental esta
apresentada no Capitulo Ill, no qual sdo descritos a bioprospec¢do de consércios
bacterianos com potencial aplicacdo na remediacdo de efluentes industriais contendo
Arsénio; caracterizacdo destes consorcios por PCR/DGGE; identificacdo classica e
molecular das bactérias presentes no consércio | (Amostra Funil), o qual apresentou maior
potencial de aplicacdo; e experimentos de Reducdo de Sulfato, além de andlise por
difracdo de Raios X do precipitado formado pelo Consércio I. Os resultados obtidos
experimentalmente sdo apresentados e discutidos no Capitulo IV na forma de artigo a ser
publicado em periddico cientifico. Os resultados serviram como base para as conclusées e

sugestdes para trabalhos futuros descritos no Capitulo V.



1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como principal objetivo a prospeccdo e identificacdo de
bactérias resistentes ao Arsénio presentes em corpos d’agua ¢ sedimentos e em reator de
tratamento de esgoto, visando uma potencial aplicacdo na biorremediacdo de efluentes

industriais contendo este elemento.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com o propésito de avaliar a resisténcia dos consércios ao Arsénio (As Il1), o presente

trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

v’ Obter consércios bacterianos a partir de diferentes amostras ambientais.

v" Determinar a dinamica da comunidade bacteriana de todos os consorcios pela técnica
PCR-DGGE e verificar as possiveis alteragdes populacionais durante os cultivos em
meio contendo As.

v’ Isolar e identificar as bactérias presentes no consorcio com melhor adaptacdo em meio
com As por meio de técnicas de microbiologia classica;

v Identificar as bactérias presentes no consorcio por meio do sequenciamento do gene

RNAr 16S.

v" Avaliar a taxa de remocao de sulfato pelo consércio mais adaptado ao meio com As.



CAPITULO I1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ocorréncia, Distribuicdo e Aplicacdo do Arsénio

O Arsénio (As) esta naturalmente presente no ambiente terrestre associado a minerais
em rochas e sedimentos. Ocorre como maior constituinte em mais de 200 minerais
incluindo As elementar, arsenetos, sulfetos, Oxidos, arsenatos e arsenitos. Estes minerais
sdo raros no Meio Ambiente e sua ocorréncia esta associada a areas mineralizadas onde
estdo associados a metais de transicdo como cadmio (Cd), chumbo (Pb), prata (Ag), ouro
(Au), antimdnio (Sb), fosforo (P), tungsténio (W) e molibdénio (Mo). O mineral de As
mais abundante é a arsenopirita (FeAsS) (Smedley e Kinniburgh, 2002).

O As é encontrado na atmosfera, solos, rochas, nas aguas naturais e nos organismos
como elemento traco. Devido a oxidacBes quimicas e bioldgicas o As é mobilizado de
depositos naturais tornando-se um importante contaminante ambiental (Jong e Parry,
2003). A ocorréncia de impactos ambientais se deve principalmente a atividades
antropicas, ligadas a mineracdo e metalurgia, queima de combustiveis fdsseis, uso de
pesticidas, herbicidas e preservativos de madeira contendo As em sua composi¢ao; e ainda
ao uso de compostos contendo As empregados como aditivo alimentar na criacdo de gado
e frango ou como antibidticos e tbnicos para estimular o crescimento destes animais
(Chatain, Bayard et al., 2005; Sapkota, Lefferts et al., 2007). Esta suplementacao de racao
de animais, destinados a alimentacdo com compostos de As (4-hydroxy-3-
nitrobenzenearsenic-acid) causa impacto direto sobre a salde humana (Smedley e
Kinniburgh, 2002; Sapkota, Lefferts et al., 2007).

Uma das principais formas de mobilizacdo do arsénio ocorre durante a exploracao de
metais ligados a pirita. Este processo gera a drenagem &cida de mina (DAM) e as areas
afetadas contém altas concentragdes de sulfato, metais e metaldides como o As, além de
ser um ambiente extremamente acido, condigdes que afetam principalmente o solo e os
recursos hidricos (Shokes e Méller, 1998; Shokes e Moller, 1999).

Embora a toxicidade do As seja bem conhecida, este elemento possui numerosas
aplicagdes. Apenas pequenas quantidades de As sdo utilizadas nas industrias quimicas, na
preparacdo de tintas, corantes, pesticidas e herbicidas, (Smedley e Kinniburgh, 2002;



Knobeloch, Zierold et al., 2006; Sapkota, Lefferts et al., 2007). Na industria eletrénica é
usado na construcdo de semicondutores, ligas ndo ferrosas, detectores de Raios X e pilhas
solares (Ellis e Macdonald, 2004). H& mais de 2.400 anos, sais de As foram muito
utilizados no tratamento de diversas doengas como no tratamento de sifilis e
tripanossomiase. No século XIX, o As foi usado na terapia de varios tipos de canceres
(Antman, 2001) e recentemente tem se renovado o interesse do uso de triéxido de arsénio

em pacientes com leucemia.

Embora a importancia dos usos de pequenas quantidades de arsénio nao deva ser

desprezada, é importante ressaltar os efeitos da exposicdo a este elemento.
2.2 Toxicidade e Exposi¢éo ao Arsénio

O arsénio ocorre no Meio Ambiente nos estados de oxidacdo 3, 0,"3 e *5, sendo a
forma trivalente a mais toxica (Jong e Parry, 2003). Em baixissimas concentracdes, esse
metaldide € altamente tdxico para diversos seres vivos. A intoxicacdo ocorre
principalmente pela ingestdo de aguas contaminadas (Smedley e Kinniburgh, 2002). A
dose de As letal para humanos é da ordem de 0,6mg/kg de massa corporal em caso de As
inorganico (Teixeira e Ciminelli, 2004). A exposicdo em curto prazo pode ocasionar
problemas gastrointestinais, cardiovasculares e neuroldgicos (Agusa, Kunito et al., 2010).
A intoxicacdo aguda e cronica pode provocar diversas outras patologias: hiperpigmentacao
e hiperqueratose, problemas no sistema circulatorio vascular, hematol6gicos (anemia),
doencas pulmonares e respiratorias (Chattopadhyay, Mukherjee et al., 2010; Kazi, Baig et
al., 2010); endocrinolégicos (Yen, Tsai et al., 2010); reprodutivos e de desenvolvimento
(Chakraborty e De, 2009; Sohel, Vahter et al., 2010). Ja a exposi¢do crbnica esta
relacionada a diversos tipos de cancer (pele, pulmao, prostata, bexiga, rim e figado (Chen,
Chiou et al., 2010; Roychowdhury, 2010).

Os piores casos de contaminacdo de agua potavel relatados ocorrem em Bangladesh e
na India, paises no qual cerca de 42 milhdes de pessoas sdo afetadas. S&o descritos muitos
casos correlacionando o efeito da exposicdo cronica da populagdo ao As a diversas

patologias (Smedley e Kinniburgh, 2002).

No Brasil séo registrados casos de exposicdo humana ao arsénio em trés regioes. No
Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais, onde uma grande quantidade de arsénio foi

liberada para drenagens, solos e atmosfera como resultado da mineragdo de ouro; no Vale



do Ribeira, entre os estados do Parana e Sdo Paulo, onde a liberacdo de arsénio para o
ambiente ocorreu devido a atividade de mineracdo e refino de metais, e também
naturalmente, a partir do intemperismo de rochas e na Serra do Navio, Amapa, onde o
arsénio esteve associado ao minério de manganés que foi lavrado nos ultimos 50 anos
(Figueiredo, Borba et al., 2007).

N&o ha quadros graves de contaminacdo no Brasil como os descritos na literatura para
outras regides do mundo como Bangladesh e india. No entanto s&o necessérios estudos
complementares, pois foram realizadas apenas determinagdes de concentracOes totais de
As nos diferentes compartimentos geoquimicos. Nas trés areas foram realizados estudos
de avaliacdo de exposicdo humana incluindo analises de concentracfes de As em urina de
criancas e adultos em cinco municipios do Vale do Ribeira e duas cidades no Quadrilatero
Ferrifero, além de determinagdes de As em cabelo e sangue de residentes em Santana no
Amapa (Figueiredo, Borba et al., 2007).

A mobilizacéo e disponibilizacdo de Arsénio no Meio Ambiente afeta ndo sé a salde e
qualidade de vida do Homem, como afeta todos os Seres Vivos através de uma série de
impactos no Meio Ambiente. Devido a afinidade quimica entre este elemento e o grupo
sulfidrila de enzimas e proteinas, além de similaridade entre o elemento fésforo, o As
bioacumula nos organismos vivos. Uma vez incorporado as plantas e microinvertebrados,
0 As é transferido ao longo das cadeias alimentares e através de uma sequéncia de etapas
de bioacumulacdo, este elemento afeta todas as teias alimentares através do processo de
biomagnificacdo (Teixeira e Ciminelli, 2005; Lou, Ye et al., 2010; Ventura-Lima, Bogo et
al., 2010).

De todos os Seres Vivos afetados pela contaminacdo de metais e metais pesados no
Meio Ambiente, os animais aquaticos sao 0s que estdo mais expostos, uma vez que podem
incorporar esses compostos em seus organismos tanto pela ingestdo de 4gua contaminada
como pela alimentacdo (Ventura-Lima, Bogo et al., 2010). Os animais que apresentam
maior sensibilidade aos efeitos toxicos destes metais acabam apresentando doencas e
morrem. J& aqueles que possuem certa tolerancia a exposi¢do ao metal podem acumula-los
em seus tecidos e 6rgdos. Atraves da alimentacdo desses organismos ao longo de uma
cadeia trofica, o problema € potencializado, desencadeando problemas mais graves a
organismos de topo de cadeia alimentar e obviamente ao homem (Liang, Liu et al., 2010;
Ventura-Lima, Bogo et al., 2010).



Embora, a maior fonte de intoxicacdo humana por As seja pela dgua, a biocumulacao
de As pode afetar diretamente a salde humana atraves da alimentacdo (Sapkota, Lefferts
et al., 2007; Liang, Liu et al., 2010; Roychowdhury, 2010).

Diante dos riscos de toxicidade representados pelo Arsénio, a Organizacdo Mundial de
Saude (WHO) determinou que as aguas potaveis devessem ter no maximo 10 pg/L de As
(Van Den Bergh, Du Laing et al., 2010). No Brasil, o Conselho Nacional de Meio
Ambiente CONAMA através da RESOLUCAO 357 estabelece o limite maximo de As em
aguas de consumo humano de 10 ug/L. Esta resolucdo também regulamenta os padrdes de
lancamento de efluentes industriais em corpos d’agua. Para o arsénio, o limite maximo
permitido é de 0,5 mg /L (Conama, 2005).

Diante dos diversos impactos a0 Meio Ambiente e conseqientemente riscos a salde
humana que a utilizacdo e exposicdo ao ambiente de metais como o arsénio devido ao uso
de metodologias tradicionais de extracdo de metais, métodos alternativos de extracdo
como a biolixiviacdo, substituicdo por tecnologias mais limpas baseadas em técnicas de

biorremediagdo tornam se ndo s6 aconselhdveis como necessarias.
2.3 Arsénio em Ouro Preto - MG

Ouro Preto faz parte do Quadrilatero Ferrifero, importante regido do Brasil onde ha
grandes jazidas minerais. Em meados do século XVIII, a exploracdo aurifera contribuiu
como principal atividade econdmica do pais. O minério de ouro contém arsénio em
minerais como arsenopirita e a exploragdo desse importante minério libera muitos residuos
principalmente no ambiente proximo aos depdésitos minerais (Matschullat, Perobelli Borba
et al., 2000; Figueiredo, Borba et al., 2007; Gongalves, Lena et al., 2007), porém a
contaminacdo também pode ocorrer em locais distantes por transporte de arsénio via
aquatica ou atmosférica. H4 uma grande contribuicdo das atividades de mineracdo e
metalurgia aos processos de liberacdo de As para 0 Meio Ambiente, no entanto muitas
vezes a ocorréncia deste fenbmeno esta ligada a prépria natureza geoldgica e a
mobilizacdo e lixiviacdo do As dos depositos minerais ocorre de forma natural (Dani,
2010a).

Como pode ser observado na figura 2.1, Ouro Preto apresenta um perfil geoldgico

onde ha muitas formacgfes rochosas associadas ao arsénio e a juncdo desse perfil aos



sistemas aquiferos existentes leva a ocorréncia da solubilizacéo e liberacdo do As para o
Meio Ambiente (Gongalves, Lena et al., 2007).
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Fig. 2.1: Perfil geoldgico da cidade de Ouro Preto-MG modificado por (Gongalves, Lena et al., 2007).

Embora exista a ocorréncia natural de contaminacdo por As aliado a um histérico de
mineragdo, 0 que contribui até os dias atuais para a contaminacdo das dguas por metais
pesados, ndo ha dados significativos de contaminacdo por As da populacdo (Figueiredo,
Borba et al., 2007; Gongalves, Lena et al., 2007). No entanto, é necessario dar a devida
importancia a um monitoramento da qualidade da agua pelos 6rgdos publicos municipais

responsaveis pela distribuicdo de agua.

Em Ouro Preto o sistema de abastecimento de agua é realizado pelo SEMAE, Servico
Municipal de &gua e Esgoto do municipio e em alguns bairros a populacéo utiliza de aguas
subterraneas e de fontes préximas a minas abandonadas (Gongalves, Lena et al., 2007).

N&o ha monitoramento de As nas &guas de consumo da populacdo pelo SEMAE e devido



a existéncia de As nas aguas subterraneas utilizadas, € necessario uma eficaz e eficiente
identificacdo e caracterizacdo das areas contaminadas bem como controle de todas as
captacdes de agua, elaboracdo de um plano de uso e monitoramento constante uma vez
que a presenca e concentracdo de As nesses ambientes oscila bastante devido as
caracteristicas geoldgicas da regido. Outro importante motivo para que o poder publico
tome as devidas providencias € o fato de que as intoxicacdes que 0s metais pesados
provocam desenvolvem-se lentamente, sendo muitas vezes identificadas apenas apos

longos periodos de tempo (Gongalves, Lena et al., 2007).

Outro fato que pode amplificar os problemas de disponibilizacdo de As e
contaminacdo ambiental é que a estacdo de tratamento de esgoto na cidade esta em
processo de implantacdo. O esgoto domeéstico e industrial entdo vem sendo despejado
diretamente em alguns corregos d agua. Historicamente, em todos os anos de exploracdo
de ouro na regido, o As liberado foi disperso para outras localidades o que veio

comprometendo Varios ecossistemas aquaticos.

2.4 Métodos de Tratamento de Efluentes contendo Arsénio

Métodos fisico-quimicos

Varias alternativas vém sendo aplicadas na remocédo de arsénio, bem como de outros
metais que estejam presentes em efluentes industriais de origem minero-metaldrgica. O
presente trabalho ird abordar principalmente esse tipo de efluente devido ao fato de grande
parte da contaminacao de aguas e solo por arsénio serem proveniente de aguas residuarias

destas industrias.

As técnicas mais utilizadas na remogédo de arsénio de efluentes tem sido o uso de
precipitacdo quimica por sais de ferro ou aluminio; tratamento com cal para remocao de
dureza em carbonatos; uso de alumina ativada e outros Oxidos e hidroxidos; resinas de
troca i0nica, deposicdo eletrolitica e uso de tecnologias de membranas como osmose

inversa (Battaglia-Brunet, Dictor et al., 2002).

A utilizagdo da precipitacdo quimica na remocdo de metais pesados de &guas
residuérias tem sido um dos processos mais utilizados devido ao baixo custo além de ser
uma técnica de facil aplicagfo. E baseada na baixa solubilidade dos hidroxidos de metais
pesados em solucdo aquosa. Os hidroxidos mais utilizados séo o de sddio (NaOH) e o de

calcio (Ca(OH),). Apos a adicéo de hidroxido ou cal (CaO), os metais sao precipitados e o



lodo gerado pode ser legalmente descartado em aterros sanitarios (Shokes e Moller, 1998).
Este processo pode gerar muitos impactos, pois ocorre muita producdo de lodo que nem
sempre tem destinacdo adequada, além de freqlientemente os precipitados formados
precisarem de tratamentos adicionais antes de serem descartados. Outro problema
frequente € a geracao de residuos perigosos soltveis em agua (Jong e Parry, 2003; Cohen,
2006).

Outra técnica que pode ser utilizada é de adsorcdo que consiste na utilizagdo de uma
substancia adsorvente na remocdo de um contaminante. O processo se baseia na interagdo
entre a superficie do adsorvente a um composto adsorvido devido a interagdes, que podem
ser fisicas ou quimicas, entre as superficies dos mesmos. No emprego de adsorventes para
a remocdo de ions arsenicais, 0s maiores sorventes de As sdo Oxidos metalicos,
principalmente os oxidos de Fe, Al e Mn por causa de sua alta reatividade e &rea
superficial (Bhattacharya, Tandukar et al., 2003; Jong e Parry, 2003). Este processo tem

desvantagens similares ao uso da precipitacdo quimica (Cohen, 2006).

Embora, todos esses processos sejam vidveis na remocdo de As, a maioria requer a
completa oxidacdo de As (I11) previamente a etapa de adsorcdo para que sejam atingidos
os padrdes de langamento de efluentes recomendados pelos érgdos ambientais. A oxidagédo
de As (Il) por oxigénio dissolvido é baixa, para tanto sdo utilizados oxidantes efetivos
como cloro livre, hipoclorito, 0zénio, permanganato, peréxido de hidrogénio e 6xidos de
ferro (Battaglia-Brunet, Dictor et al., 2002; Andrianisa, A. et al., 2008). No entanto, 0 uso
desses oxidantes pode gerar residuos, subprodutos da oxidacdo e ainda gerar oxidacGes
indesejaveis, 0 que muitas vezes inviabiliza 0 uso de tais processos (Battaglia-Brunet,
Dictor et al., 2002).

O uso de tecnologias de membranas como a osmose reversa e a deposicao eletrolitica
apresentam grande eficiéncia na remocao de metais presentes em baixa concentragcdo em
efluentes. De modo geral, essas tecnologias consistem na utilizacdo de uma membrana
semipermedvel entre duas solugdes com concentracdes diferentes de metal. A aplicacdo de
energia promove a passagem de metais do efluente para uma solugdo com maior
concentragdo de metal. O tipo de energia aplicada ira diferenciar o tipo de processo de
membrana envolvido. A aplicagcdo de tais processos é limitada devido ao alto custo de

investimento e manutencao.

Diante dos desafios que os processos tradicionais quimicos, fisicos e fisico-quimicos

de remocdo de contaminantes de efluentes industriais representam em relacdo a uma
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remocdo efetiva menos danosa ao Meio Ambiente, além dos elevados custos que 0s
processos quimicos e fisico-quimicos representam, a remocdo biologica surge como
alternativa vidvel e de baixo custo podendo ser utilizada como processo de polimento
complementar aos metodos estabelecidos.

Meétodos bioldgicos

Para que 0s processos biotecnoldgicos possam ser empregados no tratamento de
efluentes contaminados por elementos tdxicos em geral e, em particular, pelo arsénio é
necessario primeiramente, compreender as interacfes das diversas matérias organicas e
dos micro-organismos com o arsénio.

Desta forma, objetivando a remediacao de efluentes que contem As com a utilizacdo de
bactérias, varios ambientes podem ser explorados com a finalidade de prospeccdo desses
mico-organismos. Em ambientes com atividade de mineracdo ha uma grande probabilidade
de encontrar tais organismos, uma vez que as pressdes seletivas representados por
condicdes de acidez e elevada concentracdo de metais desses ambientes, exercidas ao
longo de varios anos, levaram a adaptacGes fisiologicas e mutacdes que permitam a
sobrevivéncia desses micro-organismos nesses ambientes (Duquesne, Lieutaud et al.,
2008).

Estudos sobre a diversidade e filogenia dos micro-organismos envolvidos nesses
processos sdo cada vez mais necessarios. A correta identificacdo dos micro-organismos e o
melhor entendimento do metabolismo e transformacGes que os mesmos mediam no

ambiente sdo decisivos para a sua aplicagdo biotecnolégica.

Desta maneira, as diversas transformagfes que 0S micro-organismos promovem nos
processos naturais de autodepuracdo podem ser otimizados e utilizados no tratamento de
efluentes industriais, pratica bem consolidada no tratamento de esgotos sanitarios. No
entanto, a remoc¢édo de metais representa maior dificuldade de remediacdo em comparacao
a matéria organica facilmente degradavel dos esgotos. Ao contrario dos compostos
organicos, os metais sdo recalcitrantes e acumulam no ambiente. Os micro-organismos
desempenham papel central nos processos de remediagdo, uma vez que possuem uma
diversificada atividade metabdlica. Esta atividade pode tornar os compostos menos toxicos

atraves da oxidacao ou reducdo dos mesmos.
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Embora a toxicidade do arsénio para plantas e animais seja bem reconhecida, as
transformacdes geoquimicas e bioldgicas que alteram a sua biodisponibilidade no
ambiente sdo multifacetadas e continuam a ser mal compreendidas. O ciclo biogeoquimico
do As é mediado por reagfes quimicas das quais 0S micro-organismos participam
diretamente ou indiretamente (alterando os estados de oxidacdo ou complexando o

elemento) (Bhattacharya, Tandukar et al., 2003; Nicholas, Ramamoorthy et al., 2003).

A participacdo dos s nos ciclos biogeoquimicos é bem conhecida micro-organismos
participam na deposicdo e solubilizacdo de metais pesados na crosta terrestre desde
tempos geoldgicos antigos. A maior atividade microbiana consiste no ciclo do ferro e do
enxofre, tais elementos estdo presentes principalmente como pirita (FeS,). Como a maior
concentragdo de As ocorre em minerais sulfetados, a atuagdo microbiana nesses
sedimentos promove a mobilizacdo do As (Battaglia-Brunet, Dictor et al., 2002; Muyzer e
Stams, 2008).

Por outro lado, a ocorréncia de participacdo direta na formacdo de minerais € um
evento menos conhecido. No entanto, hd muitas evidencias do papel dos micro-
organismos nos ciclos geoquimicos e na génese de dep6sitos minerais. Recentemente, a
formacdo de alguns minerais compostos de sulfetos de As, como por exemplo, 0
ouropigmento, tem sido relacionado a precipitacdo microbiana (Smedley e Kinniburgh,
2002). A origem biotica de minerais de sulfetos de As associados a depoésitos de boratos
foi sugerida a partir de analises sobre a composicdo de precipitado amarelo brilhante
(AspS3z) formado por uma cepa bacteriana com morfologia semelhante a
Desulfotomaculum. A formacdo bidtica deste precipitado evidencia a ocorréncia de
processo de biomineralizacdo que envolve tanto a respiracdo de arsénio como de enxofre

(Demergasso, Chong et al., 2007).

A biorremediacdo bacteriana de ambientes contaminados com As pode ocorrer sob
condicdes anaerobias ou aerobias. Nos processos de tratamentos tanto anaerdbios como
aerdbios o papel dos micro-organismos depende da populacdo bacteriana dominante. Em
ambientes acidos proveniente de atividades minero-metaltrgicas predominam: a) reducao
respiratoria do arsenato, do Fe (111) e do manganés promovendo assim sua solubilizacéo e
mobilizacdo; b) reducdo respiratoria de sulfato, ocasionando a precipitacdo de uma
variedade de metais e metaldides na forma de seus sulfetos metalicos (Chatain, Bayard et
al., 2005).
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A diversidade microbiana em amostras de solo contaminado com arsénio proveniente
de uma planta de fundicdo abandonada foi investigada por analise molecular do gene
rDNA 16S e os principais grupos bacterianos foram identificados como pertencentes aos
géneros Caloramator, Clostridium e Bacillus. A reducdo respiratoria de arsenato a arsenito
por estes micro-organismos promoveu a mobilizacdo deste contaminante. A analise do
precipitado amarelo, produzido pelos micro-organismos apoés trés dias de incubacéo, por
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de energia dispersiva (MEV-EDS) e
difracdo de raios X (XRD) revelou que o componente principal foi sulfeto de arsénio
cristalino (AsS) (Zhang, Jia et al., 2008).

A deposicdo de As (I11) como sulfeto como consequencia da producdo de sulfeto de
hidrogénio pelas Bactérias redutoras de sulfato € um processo conhecido. Além disso,
existem estudos que indicam que apds a reducdo microbioldgica de sulfato pode haver
reducdo nos teores de arsénio Il devido a sua adsorcdo com Oxidos de ferro em ambientes
ricos em minerais ferro-sulfetados (Burnol e Charlet, 2010). Processo semelhante foi
observado em cultivo de um consorcio microbiano com bactérias redutoras de sulfato do
grupo Deltaproteobacteria e bactérias oxidantes do Fe (II) Zetaproteobacterium
ferroxydans. Analises quimicas do meio mostraram que a reducdo do ferro férrico foi
amplamente acompanhada por reducdo de manganés e arsénio (V) com acumulo de FeS
(Handley, Boothman et al., 2010).

A andlise de uma comunidade microbiana de uma barragem de rejeitos ricos em pirita
devido a drenagem 4&cida de mina e caracterizada por baixos valores de pH
(aproximadamente 5,7) e elevadas concentrac6es de sulfato e metais como ferro e arsénio,
revelou que o ambiente apresenta baixa diversidade de micro-organismos sendo dominado
por apenas alguns tipos. Métodos moleculares de analise da diversidade genética
indicaram que a maioria dos micro-organismos ndo sdo cultivaveis. As bactérias
cultivadas encontradas nestes sistemas e identificadas pertencem aos géneros Thiomonas,
Acidithiobacillus e Desulfosarcina, sendo o Gltimo representante do grupo das bactérias
redutoras de sulfato (BRS). A espécie Acidithiobacillus ferrooxidans, comum nesses

ambientes também, foi identificada (Bruneel, Duran et al., 2005).

A remocéo de As do Meio Ambiente em condigdes aerobias pode ocorrer por meio da
atividade de micro-organismos oxidantes de As. A oxidacao de As (I11) pode representar
um mecanismo de detoxificacdo. No entanto, algumas bactérias, como por exemplo do

género Thiomonas obtém energia para seu crescimento através de reacdes metabodlicas
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envolvendo a oxidacdo deste elemento. Estas bactérias podem mobilizar tanto As (l11)
como o (V) por meio da dissolucdo de minerais sulfetados como a arsenopirita (FEASS).
Neste caso, através da oxidacdo de Fe (Ill), ocorre a ligacdo de As a dxidos de ferro
(Bhattacharya, Tandukar et al., 2003; Burton, Johnston et al., 2010).

O género Thiomonas tem sido amplamente relacionado a oxidacdo de As (IlI)
(Battaglia-Brunet, Dictor et al., 2002; Casiot, Morin et al., 2003; Battaglia-Brunet, 2004;
Bruneel, Duran et al., 2005; Battaglia-Brunet, Joulian et al., 2006; Duquesne, Lieutaud et
al., 2008). Entretanto, o papel de diversas bactérias na oxidacdo de As precisa ser
estudado. Muitas vezes certos micro-organismos apenas toleram grandes concentracoes de
um determinado metal e possuem um complexo enzimatico para oxidarem, mas nao
necessariamente obterem energia apartir da oxidacdo do metal. A analise do meio de
cultivo de um consorcio de micro-organismos obtido apartir de um ambiente de mineragéo
revelou uma maior atividade de bactérias As (I1l) oxidantes a partir do fornecimento de
nutrientes organicos em comparacao ao meio de cultivo que nao tinha substrato organico.
Os principais micro-organismos presentes nesse consércio foram identificados como
pertecentes aos Qéneros: Thiomonas, Pseudomonas, Matsuebacter, Leptothrix,
Alcaligenes, Ralstonia, Neisseria, Xanthomonas, Acetobacter, Escherichia, Richettsia,

Desulfovibrio e Arcobacter (Battaglia-Brunet, Dictor et al., 2002).

A oxidacao bioldgica de As (I11) merece maior destaque devido a maior toxidade que
esta espécie representa. E importante mencionar alguns processos de reducdo de As (V) a
As (Il): algumas bactérias da espécie Sulfurospirillum arsenophilum e do género
Geobacter, na oxidacdo bioldgica da matéria organica, podem utilizar As (V) como

aceptor final de elétrons (Heimann, Blodau et al., 2007; Hery, Gault et al., 2008).

Alkaliphilus oremlandii também é capaz de usar arsenato como aceptor final de
elétrons apartir da utilizacdo de acetato, piruvato, formiato, lactato, glicerol, ou frutose
como doadores de elétrons. Alem deste processo metabdlico, esta bactéria é capaz de
metabolizar um composto conhecido por roxarsone, composto organoarsenical (3-nitro-4-
hidroxibenzenoarsonic). Experimentos de crescimento e analise gendmica sugerem que a
reducdo do grupo nitro do organoarsenical ocorre associada a oxidacdo de lactato ou
frutose em uma forma dissimilatoria, gerando ATP atraves de uma ATP sintase sodio
dependentes. A importancia desta transformacdo microbiana de arsénio refere-se ao fato
desta substancia, além de ter em sua composicdo o elemento As, possuir um anel

aromatico, o que torna este composto muito recalcitrante (Fisher, Dawson et al., 2008).
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2.5 Biorremediacgdo de Arsénio

O aprimoramento de processos biotecnolégicos no tratamento de efluentes industriais
tem intensificado o interesse de empresarios e pesquisadores relacionados com atividades
de mineracdo e metalurgia em sua utilizacdo. Os principais contaminantes encontrados
nestes efluentes sdo metais e metais pesados, anions como sulfato e cloreto e metalodides.
Aliados aos metodos fisico-quimicos tradicionais, tratamentos alternativos sdo cada vez
mais utilizados diminuindo custos e evitando problemas ambientais devido a quantidade
excessiva de lodo produzida na maioria destes processos (Chatain, Bayard et al., 2005;
Cohen, 2006).

Existem vaérios tipos de tratamentos bioldgicos aplicados a remocdo de metais de
solucdes aquosas. Na literatura podemos encontrar diversos estudos sobre remocdo
bioldgica de arsénio do ambiente e de efluentes. Ha diversos trabalhos sobre o uso de
algas e plantas na biossorcdo de As e metais. Na maioria dos casos, estes organismos
imobilizam metais pesados através da incorporacdo destes aos seus tecidos (Tuzen, Sari et
al., 2009; Lou, Ye et al., 2010).

Varios estudos tém sido realizados sobre o uso de materiais naturais como sorventes
para arsénio. E relatado o uso de materiais como fibras vegetais (Reddy, Seshaiah et al.,
2010), carcacas de crustaceos (Gupta, Chauhan et al., 2009), penas de galinha (Teixeira e
Ciminelli, 2005), esterco de ovinos (Wilopo, Sasaki et al., 2008) e residuos de industria de
fertilizantes (Ludwig, Smyth et al., 2009). A natureza da interagcdo entre esses materiais
sorventes e o contaminante pode ser fisica ou quimica, podendo haver a ocorréncia de
ambas, e obviamente essa interacdo ira depender do tipo de material usado. A interacdo
entre As (111) e material particulado proveniente de penas de galinha, por exemplo, ocorre
devido a sua complexacdo com grupos SH (sulfidrila) presentes nas penas. Desta forma,
ocorre a imobilizacdo e remocao deste metal de uma solucéo aquosa (Teixeira e Ciminelli,
2005).

Nos processos de remocao de metais, podem ser utilizados s como bactérias, leveduras
e fungos que atuam imobilizando o metal. S&o diversos 0os mecanismos microbianos de

remocdo de arsénio, que podem ocorrer por adsorcdo, desmetilacdo, biometilagéo,
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complexacdo, coprecipitacdo, e processos de oxidagdo-reducdo (Bijmans, Peeters et al.,
2008; Pal, Tewari et al., 2009).

Os micro-organismos apresentam uma grande diversidade metabolica e
particularmente as bactérias possuem uma gama de adaptacGes frente a mudancas nas
condi¢cbes ambientais, tais como temperatura, concentragdo de substrato e pH. Estes
organismos podem ser encontrados em ambientes totalmente indspitos (Bruneel, Duran et
al., 2005; Duquesne, Lieutaud et al., 2008). Estas caracteristicas propiciam a utilizacdo de

bactérias no tratamento de efluentes industriais.

2.6 Mecanismos microbianos de remocao de metais

Os micro-organismos podem remover metais de uma solugdo por diferentes
mecanismos. Tais como aqueles que envolvem a acumulacao extracelular/precipitacéo, a
adsorcdo ibnica na superficie celular ou complexacdo, e a acumulacdo intracelular ou
bioacumula¢do. O fendmeno que envolve a remoc¢do de ions metalicos pela adsorcao
passiva por biomassa microbiana ou material derivado desta é chamado de biossorcao
(Volesky, 2007). Estas caracteristicas, além de promoverem a remocdo de metais podem
propiciar a bioflotacdo e o beneficiamento de minerais. Um determinado organismo pode
apresentar um Unico ou maltiplos mecanismos de remocdo de metais de uma solugédo
aquosa (Wang e Zhao, 2009).

O mecanismo que envolve a adsorcdo na superficie celular ou complexagdo de metais
e consequente acumulacdo destes estdo diretamente relacionados a producdo de
metabdlitos pelos micro-organismos tais como H,S ou H,O, e producdo celular de
exopolimeros acidos que podem se ligar e concentrar cations metalicos. A produgdo desses
metabolitos € consequéncia de um mecanismo de defesa da célula. 1sso possibilita ao
micro-organismo a permanéncia em ambientes nos quais a concentragdo de metais
representa risco de toxicidade. Os produtos metabdlicos precipitam 0s metais como

sulfetos ou 6xidos, gerando substancias inofensivas (Asaulenko, Purishch et al., 2004).

Tais caracteristicas que esses micro-organismos apresentam tem sido uma alternativa
amplamente estudada e aplicada como técnica de biorremediacdo de efluentes industriais

ligadas ao ramo da mineracdo e metalurgia. Dentre 0s micro-organismos mais estudados
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nestes processos destaca-se 0 grupo de bactérias redutoras de sulfato (BRS) (Labrenz,

Druschel et al., 2000; Ramamoorthy, Piotrowski et al., 2009; Poinapen e Ekama, 2010).

Estes micro-organismos se destacam como alternativa eficaz e economicamente viavel
de tratamento bioldgico de aguas residuarias com grande teor de sulfato e metais pesados.
A peculiaridade consiste no metabolismo das BRS, pois durante o processo respiratrio,
ocorre a oxidacdo de compostos organicos simples (CH,O) resultando em sulfeto de
hidrogénio e ions bicarbonato. A equacdo 1 exemplifica a oxidacéo de lactato como fonte
de carbono. Tal processo confere a esse grupo de micro-organismos a capacidade de
precipitar metais pesados devido a reacdo do H,S com os ions metalicos formando sulfetos
insoltveis (equacdo 2) (Nicholas, Ramamoorthy et al., 2003; Tabak, Scharp et al., 2003;
Cohen, 2006; Huisman, Schouten et al., 2006).

2CH3CHOHCOOH + H2S04 — 2CH3COOH + 2C0O2 + H2S + 2H20 (Eq.2.1)

4Me** + H2S + 4 H,0 — MeS + Me?* + 8HO (Eq. 2.2)

Desta forma, as BRS podem ser utilizadas na remediacdo de impactos produzidos em
areas de exploracdo mineral onde ha producdo de drenagem acida de mina (DAM) e de
efluentes produzidos por este tipo de industria. Nestes casos, ocorre tanto a remediacao de
sulfato como de metais pesados, ambos poluentes representam um problema recorrente em

adequar efluentes visando seu langamento em corpos receptores.

Para que um processo de tratamento bioldgico de efluentes ricos em sulfato e metais
seja eficiente, a fonte de carbono empregada como doadora de elétrons deve propiciar,
simultaneamente, boas taxas de crescimento bacteriano e altas taxas de reducédo de sulfato.
Historicamente, o lactato tem sido a fonte de carbono mais amplamente usada e estudada
dentre o metabolismo deste grupo de micro-organismos (Postgate, 1963; Cypionka,
Widdel et al., 1985; Jong e Parry, 2003). No entanto, diversas outras fontes de carbono
vém sendo estudadas e a aplicacdo de residuos de industrias, dentre 0s quais compostos
quimicos aromaticos com cadeias benzénicas e fendlicas merece grande atengdo. Estes
compostos sdo altamente recalcitrantes e a sua remoc¢do do ambiente é desejavel
(Kleikemper, Pelz et al., 2002; Kleikemper, Schroth et al., 2002; Cortinas, Field et al.,
2006).
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As BRS apresentam caracteristicas peculiares que possibilitam o seu uso no tratamento
de efluentes: crescem em uma ampla faixa de pH, entre 5,0 e 9,0; sdo predominantemente
mesdfilas, ou seja, sua temperatura ideal de crescimento encontra-se na faixa de 20°C a
40°C; sdo capazes de utilizar substratos orgéanicos simples como fontes de carbono; e
apresentam certa tolerancia ao oxigénio, apesar de serem anaerobias (Cypionka, Widdel et
al., 1985; Muyzer e Stams, 2008).

A versatilidade destes micro-organismos no tratamento de aguas residuarias os torna
aplicaveis em varios processos, pois aliado & remocdo de sulfato as BRS podem ser
empregadas no tratamento de efluentes também contaminados com metais pesados, como
0 arsénio uma vez que o metabolismo final destes micro-organismos leva a producdo de
H.S que por sua vez pode precipitar como sulfetos de As. Tal abordagem ja vem sendo
estudada na precipitacdo de As(V) em reatores de coluna (Battaglia-Brunet, Dictor et al.,
2002; Jong e Parry, 2003) e em bioreatores de fluxo continuo (Cohen, 2006). Complexos
de arsénio com 6xidos de ferro podem ser removidos de solugdes por coprecipitagdo com
sulfetos, Oxido de ferro e oxihidroxidos de ferro. O hidrogénio pode também reagir com

arsenato para produzir 4gua e arsénio elementar (Shokes e Moller, 1999).

A aplicacdo de micro-organismos na biossorgéo de arsénio tem sido estudada e seu uso
representa um potencial a ser explorado na remediacdo de efluentes industriais e de

ambientes onde a agua e o solo estdo contaminados.

De modo geral, a remocdo de metais dissolvidos pode ocorrer por mecanismos de
adsorcdo na superficie microbiana. Esta adsor¢do resulta da interacdo entre forcas atrativas
que podem ser fisicas ou quimicas. A interacdo fisica envolve forcas de van der Walls, e a
adsor¢do quimica ocorre através de ligacdes covalentes entre constituintes funcionais
presentes na parede celular bacteriana e o metal dissolvido a partir da superficie do

mineral (Farahat, Hirajima et al., 2010).

A parede celular microbiana é constituida de uma rede de polissacarideos, proteinas,
lipidios e &cidos organicos que possuem varios grupos funcionais, dentre os quais podem
ser citados o carboxila (COOH), o hidroxila (OH), o amina (NH;), que podem apresentar
diferentes cargas superficiais em funcdo de variacdes de pH. Os polimeros microbianos
sdo constituidos principalmente de polissacarideos neutros, mas compostos como acido

urénico, hexoaminas e fosfatos podem complexar ions metalicos. Os principais polimeros
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da parede celular bacteriana envolvidos em processos de adesdo a minerais Sao
peptideoglicanos, fosfoglicerideos, fosfolipideos e substancias poliméricas extracelulares
(EPS). A adesdo microbiana € mediada por varias propriedades como carga superficial,
energia livre e a presenca e configuracdo de polimeros da superficie (Gao, Zhang et al.,
2011).

Estudos sobre a propriedade absortiva das substancias poliméricas extracelulares tém
merecido grande interesse nos Ultimos anos ndo somente do meio académico como do
meio industrial que visam a aplicacdo destas propriedades dos micro-organismos em
processos biotecnoldgicos. A composicdo da parede celular determina a capacidade das
bactérias de se aderirem aos diferentes tipos de superficies devido ao aprisionamento
fisico de metais precipitados na matriz polimérica e a complexacdo de espécies sollveis
por constituintes carregados dos polimeros (Kim, Lee et al., 2010; Liu, Dong et al., 2010;
Ren, Li et al., 2010).

A carga superficial microbiana pode ser estabelecida a partir da medida do seu
potencial zeta. Esse potencial determina o carater da superficie de acordo com diferentes
valores de pH. O valor de pH no qual as cargas sdo nulas e reversiveis (potencial zeta
nulo) é chamado de ponto isoelétrico (PIE) e indica as caracteristicas catibnicas ou
aniodnicas da superficie do micro-organismo, que tendem a ser negativas devido a presenca

de grupos fosfatos (Mesquita, Lins et al., 2003; Sari e Tuzen, 2009; Kumar e Gaur, 2011).

As condicbes de cultivo e crescimento microbiano também influenciam
significativamente na composicao dos polissacarideos, o que diretamente afeta a remogéo
de metais. Existem evidéncias de que a sintese destes polimeros é induzida pela presenca
dos metais tdxicos no meio de cultivo (Jing, Liu et al., 2008; Liu, Dong et al., 2010; Park,
Won et al., 2010).

Existem outras aplicagbes industriais do uso de micro-organismos devido a suas
propriedades absortivas como em processos de beneficiamento e tratamentos de minerais.
Os grupos funcionais presentes nas paredes celulares bacterianas possibilitam modificacao
da superficie mineral que leva a mudangas nas cargas iénicas do mineral. Essas mudangas
sdo devido a maior afinidade do mineral pelos grupos da parede celular bacteriana. A
ligacdo do micro-organismo ao mineral pode mudar as suas caracteristicas quimicas. As

células microbianas apresentam caracteristicas anfipaticas determinadas pela proporcéo de
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acidos graxos de sua parede. Quanto maior a propor¢do de acidos graxos, maior o carater
hidrofobico das células microbianas. O micro-organismo que apresenta carater
hidrofdébico, ao se ligar a superficie do mineral pode torné-la hidrofébica, o que permitem
0 uso de micro-organismos como reagentes de flotacdo (Mesquita, Lins et al., 2003;
Farahat, Hirajima et al., 2009; Chojnacka, 2010; Farahat, Hirajima et al., 2010). No
processo de biossorcdo de metais pesados podem ser aplicados tanto biomassa viva como
morta, pois a adesdo microbiana se deve a grupos funcionais presentes na parede celular.
Em estudo sobre a tolerancia e bioremogdo de As por Aciditiobacillus ferroxidans,
analises quimicas indicaram a presenca de grupos hidroxila, amina e fosfato presentes nos
processos de biossor¢do (Yan, Yin et al., 2010). Entretanto, ha relatos que indicam uma
diminuigdo no processo de biossorgdo na utilizagdo de biomassa morta de Bacillus
sphaericus (Velasquez e Dussan, 2009). Em estudos sobre a resisténcia ao As (Ill) e
estudos de processos de biossorcdo combinado com caolim por Halobacillus sp, foi
verificado a diminuicdo do metabolismo bacteriano o que indica um meio de defesa desse

micro-organismo sobre a toxicidade do metal (Zhou, Yao et al., 2010).

Em baixissimas concentracfes, metais pesados como cobre, zinco, manganés, sdo
essenciais para o crescimento e metabolismo celular atuando, por exemplo, como fator de
regulacdo enzimatica. Por outro lado, metais como ouro, prata, arsénio, cadmio, chumbo,
mercurio e aluminio ainda ndo possuem funcdo biol6gica essencial conhecida. Tanto
elementos essenciais como 0s ndo-essenciais podem ser transportados para o citoplasma
da célula, até mesmo por suas similaridades quimicas, embora os sistemas de transporte
encontrados nos micro-organismos variem em especificidade. De qualquer maneira, uma
vez que estes metais sejam altamente toxicos para células vivas, as mesmas apresentam
diversos mecanismos de defesa celular. Este fato representa um problema para a remogao
de metais por biomassa viva (Andersson, Glasmastar et al., 2003; Banci, Bertini et al.,
2010; Chan, Doukov et al., 2010).

Estudos indicam que a atividade de algumas enzimas tais como superoxido dismutase,
catalase, glutationa redutase e ascorbato peroxidase esta relacionada a um maior indice de
tolerancia aos metais, alem de exercer um importante papel de protecdo por meio de ac¢des
antioxidantes que evitam danos oxidativos celulares que podem ocasionar até a morte
celular (Azcén, Peralvarez et al., 2010; Martins, Faleiro et al., 2010). No entanto, ha
estudos que sugerem que, sob condicGes de estresse celular devido a altas concentragGes

de metais tdxicos no meio, complexos enzimaticos presentes no periplasma celular sofrem
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modificacdo estrutural génica tornando possivel o transporte de maiores concentracdes de

metal para o espaco intracelular (Osman, Waldron et al., 2010).

O processo de bioacumulagdo ou acumulacdo intracelular de metais ocorre por via
metabolica e é dependente de consumo energético. Nos micro-organismos, o sistema de
transportes de ions metalicos opera através de gradiente eletroquimico de prétons na
membrana da célula. O transporte de metais ionizados também pode ocorrer por difusdo
devido a mudangas na permeabilidade da membrana provocada por efeitos toxicos aos
metais (Reith, Lengke et al., 2007). Dentro das células, os metais sofrem transformacdes
como biometilacdo, desmetilacdo, complexagdo, coprecipitacdo e processos de oxidacéo-
reducdo, sendo entdo convertidos em formas menos toxicas (Nicholas, Ramamoorthy et
al., 2003; Wang e Zhao, 2009).

O processo de biocumulagdo é mais lento do que a biossorcao superficial, visto que
requer a atividade direta do metabolismo microbiano na acumulagdo de metais. A
exposicdo a toxicidade causa inibicdo no crescimento microbiano (Dani, 2010b). No
entanto, esse processo tem se mostrado muito eficiente e a utilizagdo combinada destes
dois processos permite aumentar o percentual de remocdo bacteriana de metal quando
aliado ao processo de biossor¢do isolado (Velasquez e Dussan, 2009).

O uso do processo de bioacumulacdo tem sido amplamente estudado com a finalidade
de remediar ambientes contaminados por arsénio. Desde recursos aquiferos, solos
expostos devido & atividade de mineracdo, lavras de mina de ouro abandonadas, e
efluentes provenientes de indUstrias que utilizam As ou tem esse contaminante como
rejeito (Battaglia-Brunet, Joulian et al., 2006; Azcon, Peralvarez et al., 2010; Palma,
Alvarenga et al., 2010). Algas e plantas é o tipo de biomassa mais utilizada. O uso desses
organismos tem sido questionado, pois a capacidade de bioacumulacdo de metais €
saturada apoés curto periodo de tempo e ap0s a morte dos mesmos um descarte apropriado
deve ser realizado para ndo disponibilizar novamente o As no ambiente (Ahmann,
Krumholz et al., 1997; Wang e Zhao, 2009; Palma, Alvarenga et al., 2010).

O uso de micro-organismos entdo aparece como alternativa promissora, pois a
biomassa microbiana apresenta maior facilidade de tratamento e descarte em comparagéo
com a biomassa vegetal, além de poderem ser utilizados em processos de obtencdo do
metal para aplicacdes industriais (Huisman, Schouten et al., 2006; Morin, Pinches et al.,
2008).
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A biomassa bacteriana tem sido cada vez mais utilizada nesses processos e desperta o
interesse ndo apenas académico, mas de empresarios ligados ao ramo da mineracdo e
metalurgia, pois as bactérias apresentam uma diversificacdo metabolica enorme que

merece maior exploracédo e estudo aprofundado dos mecanismos envolvidos.
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CAPITULO I11- METODOLOGIA

3.1 Coleta, cultivo e Manutencéo das Culturas bacterianas

A metodologia aplicada no presente estudo envolve inicialmente uma etapa de coleta e
enriquecimento de amostras provenientes de ambientes distintos onde foi realizada uma
investigacao preliminar dos consércios bacterianos com a finalidade de verificar o melhor
consorcio para aplicacdo biotecnologica na remediacdo de efluentes industriais contendo

Arsénio. As amostras foram coletadas dos seguintes ambientes:

1. Amostra de agua e sedimento do corrego do Funil que capta esgoto doméstico
da cidade de Ouro Preto, MG 20°23°25.73”S/43° 30°4.60”O.

2. Amostra de lodo de reator UASB da Estacdo de Tratamento de Esgoto
doméstico (ETE Arrudas) da cidade de Belo Horizonte, MG;

3. Amostra de sedimentos proveniente do mangue de Carneiros no litoral de

Pernambuco.

Foram coletadas amostras de agua e sedimentos de ambientes diversos, que apresentam
condicOes de degradacdo ambiental como no caso das amostras do corrego do funil e da
ETE Arrudas e de ambientes aparentemente preservados, como no caso das amostras de
mangue. As amostras foram coletadas em frascos de 100 mL previamente esterilizados e

em seguida identificados como | Funil, 11l UASB, VII Carneiros.

As amostras foram enriquecidas em meio de cultura liquido Postgate B com a seguinte
composicdo por litro de agua destilada: 0,59 KH,PO,4, 1,09 NH,4CI, 0,06 g CaCl,, 2¢g
MgSO,.7H,0, 1g extrato de levedura, 0,1 g tioglicolato, 0,1 g acido ascérbico, 0,59
FeS0,4.7H,0, 3,5 g lactato de sddio. Os cultivos foram realizados na propor¢éo de 1:25
(amostra: meio). Apds um primeiro enriquecimento das amostras, foi realizado um
segundo repique para enriquecimento e manutencdo dos cultivos e realizagdo dos
experimentos subsequentes. Para as amostras provenientes de ambiente de mangue, foram

acrescentados 2,5% de Nacl ao meio de cultivo (Postgate, 1969).
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As solucdes de meio de cultura tiveram o seu pH ajustado para 7,0 £ 0,2 com adi¢éo
das solucdes de HCI ou NaOH na concentracdo de 0,1 mol.L™. O pH dos meios de cultivo
foram medidos com o auxilio de um medidor digital de pH/milivolt DIGIMED, modelo
DM-20 com eletrodo combinado de platina modelo DMR-CP1. Em seguida foram
esterilizadas por calor imido em autoclave a 120°C & 1 atm durante 20 minutos, sendo que
a solucdo de sulfato ferroso foi esterilizada separadamente, para evitar a precipitacdo do

ferro, e depois adicionada a solucéo de sais.

Para adicdo de As ao meio foi empregada uma solucdo estoque preparada com o sal
arsenato de sodio (Na;HAsO4.7H,0, Merck) na concentracdo de 1 gAs.L™. Esta solugdo
era acrescentada ao meio de cultura liquido em diferentes proporcées a fim de se obter as
concentragdes desejadas.

Antes da inoculagdo e com o objetivo de criar um ambiente de microaerofilia, excesso
de gas nitrogénio foi borbulhado nos frascos de cultivo por 7 minutos e estes foram
vedados para realizacdo dos experimentos. ApoOs esse procedimento os frascos foram
incubados em estufa a 35°C até a deteccdo do crescimento da biomassa, evidenciado pelo
escurecimento do meio devido a formacdo de sulfetos de ferro com coloracdo preta
caracteristica, além da turbidez do meio. Esses sulfetos de ferro sdo formados devido ao

metabolismo redutor de sulfato das bactérias presentes no consorcio.

Devido ao grande nimero de amostras obtidas e objetivando direcionar e aprofundar o
estudo de um consorcio que apresentasse um maior potencial na descontaminacdo de
efluentes contendo arsénio, foi feito uma selecdo do consoércio que apresentou crescimento
e adaptacdo a maiores concentracdes de arsénio, maior taxa de crescimento e maior
diversidade genética, analisada por perfil de DGGE (eletroforese em gel com gradiente
desnaturante). Todos 0s consorcios e os isolados obtidos do Consércio | foram preservados
em meio Postgate B acrescido de 10 mL de uma solucdo de glicerol a 80% e mantidos a -
20°C.

3.2 Adaptacgéo dos consorcios ao Arsénio

Com a finalidade de selecionar a populagdo bacteriana com tolerdncia ao As, 0s
consorcios foram cultivados em meio Postgate B contendo arsenato de sodio
(NazHAsQO,4.7H,0, Merck). Optou-se por utilizar primeiramente o sal de As V, tendo em

vista 0 possivel estresse metabdlico causado aos s por compostos toxicos de As. No
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entanto, nas condi¢cdes em que as amostras foram cultivadas, pH neutro e ambiente redutor,
grande parte das espécies do elemento arsénio se encontra na forma Il (reduzida). Com
esse objetivo foi utilizado o meio de cultura liquido Postgate B com concentragdo inicial de
As de 1 mgAs.L™". A adaptacdo dos consércios ao As foi realizada adicionando doses
crescentes dos seus sais. A cada repique a concentracdo foi o dobro em relacdo ao repique
anterior, até que o crescimento microbiano ndo fosse mais observado. As concentragdes de
As foram determinadas a partir do padrdo de limite Maximo de lancamento de efluentes
permitido pelo CONAMA (0,5 mgAs.L™).

3.3 Extracao de DNA e PCR

A anélise da populagdo dos 3 consdrcios microbianos presentes nas amostras foi
realizada utilizando-se as técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Primeiramente foi feita a preservacdo da
biomassa presente nos consorcios com tampéao PBS (Phosphate Buffered Saline) conforme
protocolo descrito no Anexo 1.1. Apo6s ressuspensao das células em Tampédo PBS (Anexo
1.5.1), as amostras foram preservadas por congelamento a -20°C e ent&o foi feita a extracéo

do DNA genbémico bacteriano das mesmas.

A fim de determinar o melhor método de extracdo de DNA para 0s consorcios
estudados, foi utilizado primeiramente o protocolo de extracdo fenol-cloroférmio
(Griffiths, Whiteley et al., 2000), descrito no Anexo 1.2. Posteriormente foi testado o

protocolo utilizando o kit Power Soil (MoBio), descrito no Anexo 1.3.

Utilizou-se a estratégia de semi nested-PCR para realizacdo das amplificacGes, que
consiste na amplificacdo separada dos fragmentos utilizando dois pares de iniciadores
diferentes sendo o segundo par flanqueando uma regido interna ao amplificado pelo
primeiro par. O DNA foi inicialmente amplificado através da PCR utilizando os iniciadores
27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1492R (5°-
TACGGYTACTTGTTACGACTT-3"), especificos para a amplificacdo do gene DNAr 16S
de micro-organismos do dominio Bacteria. As condi¢cdes de amplificagdo por reacédo
foram: Tampdo de reacdo (1x), MgCl, (2,0mM), dNTP (0,8mM), iniciadores (500nM
cada), BSA (0,2 mg.L™), Taq polimerase (1,5u.uL™). As reacdes foram incubadas em um
termociclador Biocycler e o programa de amplificagdo consistiu nas seguintes etapas: 3
minutos a 94°C (desnaturacdo inicial); 30 ciclos de 1minuto a 94°C (desnaturacéo), 1
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minuto a 55°C (anelamento dos iniciadores) e 1 minuto a 72°C (extensdo); 7 minutos a 72°
C (extensdo final). O resultado das amplificacdes foi analisado em gel de agarose 1% em
tampdo TAE 0,5X (Tris, Acido acético glacial, EDTA). O gel foi submetido & corrida
eletroforética em cuba de eletroforese imerso em tampdo TAE 0,5X durante 40 minutos a
100 V. Apos este procedimento, o gel foi corado com corante SybrSafe DNA gel stain

(Invitrogen) e visualizados em um transluminador de luz Ultra Violeta (UV).

O DNAr foi reamplificado por PCR utilizando o segundo par de iniciadores, GC357F e
907R, especificos para a amplificacdo do gene RNAr 16S do dominio Bactéria e analise
em DGGE (Muyzer, De Waal et al., 1993). O programa de amplificacdo consistiu das
seguintes etapas: 3 minutos a 94°C (desnaturacgéo inicial); 30 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturacdo); 2 minutos a 50°C (anelamento dos iniciadores); 2 minutos a 72°C
(extensdo) e 20 minutos a 72° C (extensdo final). Confirmada a presenca dos produtos de

PCR pela eletroforese em gel de agarose, o material foi analisado por meio da DGGE.

3.4 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)

Os produtos do PCR obtidos a partir dos consércios foram submetidos a técnica do
DGGE para a separacéo dos fragmentos de DNA visando o sequenciamento e identificagdo

das bactérias presentes nas amostras.

Para tanto, preparou-se o gel de acrilamida — bisacrilamida 6% com o gradiente
desnaturante de uréia-formamida compreendido sempre entre 30 a 70% preparados a partir
da solugéo de 30% de acrilamida-bisacrilamida (Anexo 1.5.3). Deixou-se o gel polimerizar
por uma hora no suporte denominado ‘“sanduiche”, como pode ser visualizado na foto da
cuba de DGGE Modelo 2401 Marca C.B.S. Scientific Company, INC. (figura 3.1). O
volume total do gel era de 12 mL, com 80 pL de APS e 5 uL de TEMED, polimerizantes.
Colocou-se o Stacking Gel (Anexo 1.5.3) e deixou polimerizar por mais uma hora. O

“sanduiche” era acondicionado na cuba imersa em tampao de corrida TAE 0,5 X.
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Fig. 3.1: Cuba de eletroforese em gradiente desnaturante, seta indica o gel acondiconado no “sanduiche”.

Em cada canaleta do gel, colocou-se 20 pL de cada uma das amostras dos consorcios
estudados. O gel foi submetido a 100 V por 16 horas (960 minutos) a 60 °C e apds a
corrida eletroforetica, foi corado com brometo de etideo por 1h, visualizado sob luz UV em

transiluminador e fotografadas em camera acoplada ao transluminador.

As bandas visualizadas nessa etapa foram recortadas do gel de poliacrilamida e imersas
em 200 pL de solucdo tampdo Tris (10 mM) ou em 200 pL de &gua destilada em
microtubos. Foi adicionado perélas de vidro e agitou-se em vértex por cerca de 30
segundos. Os microtubos foram deixados na geladeira por um periodo minimo de 72h para
eluicdo do DNA. Apds esse periodo, centrifugou-se 0 microtubo a 13.000 rpm por 1
minuto e transferiu-se o0 sobrenadante para um novo microtubo. Essas solugdes com o
DNA eluido foram utilizadas para uma re-amplificagdo com os mesmos iniciadores de
DGGE para a realizacdo de um novo experimento de DGGE. Ap6s a mesma sequiéncia de
procedimentos, objetivou-se a obtencdo de fragmentos puros de uma Unica espécie com a

finalidade de sequenciar essas bandas e construcao da arvore filogenética.

3.5 Caracterizacao dos isolados do consércio |

Mesmo com o advento da biologia molecular, a microbiologia tradicional em muitos
casos ainda se faz necessaria. Observacdes microscopicas e testes metabdlicos auxiliam e

completam as analises de identificacdo dos micro-organismos.

Para tanto, foi realizado o isolamento das colbnias de bactérias pelo método de
espalhamento em placa, que consiste na diluicdo seriada (10" a 10®°) do material

enriquecido das amostras de agua e sedimento. De cada dilui¢do foram colhidos 0,1mL e
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aplicados sobre a placa de Petri contendo o meio de cultura Postgate B solidificado. As
placas foram incubadas em uma cuba adaptada sob condi¢des de microaerofilia em estufa
bacterioldgica a 35°C. Apds o crescimento das col6nias, as mesmas foram transferidas
para frascos de 50 mL com meio de cultivo liquido Postgate B com o auxilio de alca de
platina. As 13 culturas puras obtidas foram entdo caracterizadas por observacdo direta das
caracteristicas morfologicas das colénias bem como caracteristicas da parede celular das
celulas por meio da coloragdo diferencial de Gram. Realizou-se também uma avaliagéo da
capacidade de formacédo de esporos bem como uma caracterizacao bioquimica por meio de

cultivos em substratos definidos.

3.5.1 Caracterizacdo morfologica e producdo de esporos

A fim de detectar a capacidade de formacéo de esporos, aliquotas de 1,0 mL de meio de
cultura foram diluidas em solucdo salina estéril (NaCl a 0, 85 %) na proporc¢édo de 1:10
(amostra: salina). As amostras foram submetidas a um choque térmico que consistiu no
aquecimento gradual em banho-maria de 40 a 100 °C, permanecendo nesta temperatura por
cerca de 10 minutos seguido de um resfriamento em banho com gelo por 5 minutos. Ap6s
esse procedimento, uma aliquota de 1 mL de cada isolado foi inoculado em placa com
meio solido Postgate B e incubada por 24 a 48 horas. Apds esse periodo, foi observado o

crescimento de colbnias, caso o isolado em analise possuisse capacidade de esporulagéo.

Uma aliquota das amostras submetidas a choque térmico foi retirada para visualizacao
das células e dos esporos em microscopio de luz comum. Para visualizacdo dos esporos, foi
utilizada a coloracdo verde de Malaquita. Esta coloracdo tinge os esporos de verde e as
células sdo coradas de cor rosea — avermelhada pelo corante safranina, 0 que permite a

distingdo dos mesmos (Bartholomew e Mittwer, 1950).

Para caracterizar os isolados quanto ao processo respiratdrio, os mesmos foram
incubados em meio de cultura sélido Postgate B por 24 a 48 horas em anaerobiose

(atmosfera de N3), com atmosfera de CO; (5-10% CO, v/v) e aerobiose.

3.5.2 Caracterizacdo bioquimica

As provas bioquimicas sdo amplamente utilizadas para diferenciar e identificar
bactérias por meio de suas atividades enzimaticas. Algumas das principais provas
bioquimicas utilizadas para identificacdo de bactérias de interesse ambiental séo: glicose,
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lactose, indol, degradacdo da uréia, motilidade, sulfeto de hidrogénio, catalase, citrato de
simmons (Bale e Matsen, 1981). A descri¢cdo da preparacdo desses meios e embasamento

tedrico estd inserida no Anexo 2.

Além dessas provas bioquimicas foi utilizado o kit IAL (Meio Instituto Adolfo Lutz),
conhecido comercialmente como meio de Rugai Modificado (Pessoa e Silva, 1972). Em
apenas um tubo é possivel verificar a producdo de Indol, desaminagdo do L-Triptofano,
fermentacdo ou ndo de glicose e sacarose, producdo de gés, producdo de H,S, degradagéo

da uréia, descarboxilacdo de L-Lisina e motilidade.

A semeadura no meio de Rugai Modificado foi realizada de acordo com a técnica de
picada na base do meio e estrias no apice. Os tubos unoculados foram incubados a 35 °C
por 24 horas. ApdGs esse periodo, foram feitas as leituras e interpretacdo dos resultados, de

acordo com a tabela de perfil bioquimico de enterobactérias, de forma que:

» A fermentacdo da glicose foi observada entre a base da inclinagdo até a fase
intermediaria de cada tubo. O aparecimento da cor amarela indica reag¢do positiva € 0 ndo

aparecimento indica a rea¢do negativa.

+ A fermentacdo da sacarose foi observada entre o pico da inclinagdo até a base da
mesma. O aparecimento da cor amarela indica reacdo positiva e 0 ndo aparecimento indica

a reagdo negativa.

* A produgdo de gas foi observada entre a base da inclinagdo até a fase intermedidria. O
aparecimento de bolhas indica que a reacdo foi positiva e 0 ndo aparecimento indica reacdo

negativa.

* A producdo de H,S foi observada entre a base da inclinacéo até a fase intermediéria.
O aparecimento da cor preta indica reacdo positiva € 0 ndo aparecimento indica a reacdo

negativa.

» Uréia: Observada entre a base da inclinag@o até a fase intermediaria. O aparecimento
da cor azul escuro a preto indica reacdo positiva e o meio inalterado indica a reacéo

negativa.
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* Lisina: Observada na fase inferior. O aparecimento da cor purpura indica que a reacao

foi positiva e 0 aparecimento da cor amarela indica que a reagéo foi negativa.

* Indol: observada na base da tampa de algoddao. O aparecimento da cor vermelha

indica reacdo positiva e 0 ndo aparecimento indica reacdo negativa.

» Motilidade: Observada na fase inferior. Na reagdo positiva o meio apresenta turbidez

e na reacao negativa o meio fica inalterado.

Foi realizada também a prova de Catalase com cada um dos isolados obtidos. O
material coletado com o auxilio de alca de platina no centro de cada col6nia pura obtida
apos 24h de incubacdo foi colocada sobre uma lamina de vidro limpa. Gotejou-se sobre a
colénia uma solucdo de 30% de H,0,. Foi observado o imediato borbulhamento (liberacéo
de gas) caso o resultado fosse positivo. O borbulhamento observado € devido & formacéo
de O,. Essa reacdo ocorre quando hé presenca da enzima catalase que desdobra H,O, em
H,0 e O.,.

Utilizacdo de Fontes de Carbono diversas

Foram realizados testes bioquimicos relacionadas com a capacidade das bactérias em
utilizarem diferentes substratos. Ao meio Postgate B foi adicionado apenas uma fonte de
carbono por vez. As fontes de carbono testadas, nas respectivas concentragdes por litro de
meio, foram: 5,12 g.L* de Etanol, 3,5 g.L ™" de Lactato, 3,96 g.L™ de Acetato e 3,0 g.L™ de
Citrato. Os testes foram realizados com os 13 isolados nas mesmas condicdes de cultivo ja
descritas. O resultado considerado como positivo foi baseado na observacao da turvagéo e

coloragdo preta do meio evidenciando a formagéo de sulfetos de ferro.
Teste de sensibilidade ao Arsénio pelos isolados do Consorcio |

Os 13 isolados obtidos antes da adaptacéo do consorcio | ao As foram testados quanto a
sua capacidade em crescer em meio contendo 32 mgAs.L™. Para isso, os isolados foram

incubados em meio Postgate B solidificado com agar bacterioldgico.

3.5.3 Caracterizacdo Molecular dos isolados

Para a extracdo de DNA das culturas puras, foi realizado o protocolo de Lise Térmica

segundo (Moore, Arnscheidt et al., 2004), descrito no anexo 1.4. Ap6s a obtencdo de DNA
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gendmico, foi realizado a amplificacdo deste por PCR. Para as reacdes de amplificacdo por
PCR visando o sequenciamento do DNAr 16S dos isolados, foram utilizados os iniciadores
1 e 2 respectivamente 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5°-
TACGGYTACTTGTTACGACTT-3"), especificos para a amplificacdo do gene DNAr 16S

de s do dominio Bacteria. As condicGes de amplificacdo ja foram descritas.

Os amplicons (produtos da PCR) obtidos a partir do DNA de culturas puras foram
encaminhados para seqiienciamento dos fragmentos do DNAr 16S usando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) pela empresa Genomic
Engenharia Molecular (S&o Paulo). Os resultados dos fragmentos de bases obtidos foram
comparados aos previamente depositados no GenBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), sendo possivel a determinacdo do nivel de
similaridade com varios isolados bacterianos descritos na literatura. A partir da analise
desses resultados foi construida uma arvore filogenética com o auxilio das ferramentas
disponiveis no RDP X (Ribossomal Database Project Release 10 — (Cole, Wang et al.,
2009) para o alinhamento das mesmas com sequéncias depositadas no seu banco de dados
utilizando o modelo de Jukes-Cantor. A arvore filogenética contendo sequéncias do gene
DNAr 16S alinhados foi construida pelo método Neighbor Joining modificado disponivel
no RDP (Bruno, Socci et al., 2000).

3.6 Experimentos de reducéo de Sulfato

Foram realizados experimentos em frascos de cultivo com volume de 500 mL, a fim de
determinar a influéncia da taxa de precipitacdo de As no percentual de remocao de sulfato.
Os experimentos de cultivo e reducéo de sulfato foram realizados em duplicata.

A quantificacdo do sulfato consumido pelo consoércios | (amostra do corrego do Funil)
foi realizada segundo metodologia padrdo (Kolmert, Wikstrém et al., 2000). Segundo o
método citado, a concentracdo de sulfato no meio foi determinada por meio do método
turbidimétrico que consiste na leitura das amostras previamente preparadas com a adicéo
de cloreto de bario. A formacdo de cristais insolUveis de sulfato de bario pdde entdo ser
medida por um espectrofotometro da marca DEL LAB (Modelo DLM-2000B) e
posteriormente quantificados. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de
420nm.
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Inicialmente foi construida uma curva padrdo a partir da leitura no espectrofotdmetro
de concentracBes conhecidas de solucdo de sulfato de sédio. Essas concentracdes foram
obtidas a partir de diluicdes de uma solucdo estoque de sulfato de sddio a 600mg.L™. A

curva padrédo encontra-se inserida no Anexo 3.1.

O experimento foi realizado com meio Postgate B com concentragdo de sulfato
reduzida para 3g/L e supressdo de sulfato ferroso do meio a fim de evitar a formacdo de
sulfeto de ferro precipitado, o que poderia dar um resultado falso positivo a analise. Com o
objetivo de padronizar o inoculo usado nesse experimento, as amostras foram previamente
incubadas por 4 dias e ap6s esse procedimento foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado. A biomassa de células resultantes foi ressuspendida com salina estéril (NaCl
0,85%) e 5% do volume total foram ent&o inoculadas nos frascos testes.

Para a realizacdo do experimento, aliquotas didrias de 1 mL foram retiradas para
analise, totalizando 10 dias. Primeiramente foram realizadas as medidas de pH em um
medidor digital de pH/milivolt DIGIMED, modelo DM-20 com eletrodo combinado de
platina modelo DMR-CP1. Para os ajustes do pH inicial dos meios de cultivo foram

utilizados solugdes de HCI 1 e NaOH na concentragdo de 0,1 mol.L™.

A aliquota foi diluida 10 X com agua destilada e entdo centrifugada por 5 minutos a
10.000 rpm. Retirou-se 1 mL de sobrenadante e transferiu para um tubo graduado ao qual
foi adicionado 1 mL de solucdo condicionante (detalhes da preparagdo da solucéo
encontra-se inserida no Anexo 3.2). Apds esse procedimento adicionou-se
aproximadamente 60 mg de cloreto de bario e ap6s homogeneizar a amostra em vortex, a
mesma foi colocada na cubeta e realizou-se a leitura da absorbancia a 420 nm. Desta forma

foi determinada uma curva de consumo de sulfato.
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3.7 Caracterizacao dos precipitados por Difracédo de raios-X (DRX)

Com a finalidade de analisar os espectros dos precipitados formados, as amostras
solidas provenientes dos experimentos de cultivo em presenca de sulfato e arsénio foram
analisadas. Para tanto, a andlise tanto do meio de cultivo na auséncia como na presenca de
ferro foram analisadas. Foi verificada também a analise do precipitado formado do cultivo
realizado com indculo autoclavado. Para isso, as amostras de cultivo foram centrifugadas e
o0 liquido descartado. O material solido foi deixado para completa secagem em estufa a
50°C por cerca de 20 horas e entdo foi enviado para analise. Para a caracterizacdo dos
possiveis sulfetos formados, as amostras foram gentilmente analisadas pelo professor
Geraldo Magela do Departamento de Quimica da UFOP. As amostras foram analisadas no
difratbmetro (Shimadzu - XRD 6000), acoplado com tubo de ferro e monocromador de

grafite.
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CAPITULO IV- RESULTADOS

Artigo cientifico contendo os principais resultados obtidos a ser submetido a periddico

cientifico internacional.

Selecdo e caracterizacdo de consércio de bactérias arsenotolerantes com
potencial para biorremediacao

O Arsénio (As) esta naturalmente presente no ambiente terrestre associado a minerais
sulfetados em rochas e sedimentos. Devido a oxida¢des quimicas e bioldgicas e
principalmente a atividades ligadas a mineragdo e metalurgia, o As é mobilizado de
depdsitos naturais tornando-se um importante contaminante ambiental. Em baixissimas
concentracgdes, esse metaldide é toxico para diversos seres vivos. Varios estudos tém sido
realizados a fim de remediar tais impactos imobilizando este elemento. Dentre as
metodologias propostas podemos optar por uma abordagem mais inovadora na qual é
proposta a utilizacdo de bactérias na remoc¢do de metais de efluentes. O presente trabalho
teve como objetivo geral a prospeccado e identificacdo de bactérias resistentes ao Arsénio
presentes em corpos d’agua e sedimentos e em reator de tratamento de esgoto, visando uma
potencial aplicacdo na biorremediacdo de efluentes industriais contendo este elemento.
Para isso foram obtidos consorcios de diferentes amostras ambientais a fim de identificar
aquelas com maior potencial de aplicacdo biotecnoldgica. Foram coletados sedimentos de
cdrrego contaminado com esgoto doméstico em Ouro Preto, de lodo de reator UASB da
ETE Arrudas, em Belo Horizonte, ambas em MG; e do sedimento do Mangue de
Carneiros, em Tamandaré, PE. O perfil eletroforético das bandas obtido por DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis) mostrou uma maior diversidade de bactérias
tolerantes ao As nos dois consércios provenientes de ambientes contaminados com esgoto.
No entanto, houve uma diminuicdo da diversidade microbiana apds cultivo em meio
contendo As. Os resultados mostram a adaptacdo dos micro-organismos a concentracao de
As superiores ao exigido pelo padrdo de limite maximo de langcamento de efluentes
permitido pelo CONAMA 357 (0,5mg.L™), o que indica um grande potencial de
aplicagédo dos consorcios na remocao de As de efluentes industriais. Analises de reducdo de
sulfato pelo consorcio | (Amostra Funil) apresenta alto percentual de remocdo de sulfato,

sendo capaz de remover cerca de 93% do sulfato contido no meio. A andlise do precipitado
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formado pelo Consorcio | indica a presenca do mineral whitlogquita (Ca,Mg)3(PO4),)
sugerindo a hipétese de formacédo bacteriana que pode estar relacionado a mecanismos de
substituicdo do fosforo pelo arsénio na celula ou servir como armazenamento para a
regulacdo de elementos essenciais pelas bactérias. A identificacdo morfoldgica, bioquimica
e molecular das bactérias isoladas do Consércio | indica como presentes Escherichia coli,
Clostridium sp e Bacillus sp.. Estas bactérias estdo relacionadas a processos de

biorremediacdo de metais.

4.1 INTRODUCAO

O arsénio ocorre no Meio Ambiente nos estados de oxidagéo -3, 0,+3 e +5, sendo a
forma trivalente a mais toxica (Jong e Parry, 2003). Em baixissimas concentracdes, esse
metalGide € altamente toxico para diversos seres vivos (Smedley e Kinniburgh, 2002). A
intoxicacdo ocorre principalmente pela ingestdo de aguas contaminadas (Paoloni, Sequeira
et al., 2009). O As ¢ encontrado na atmosfera, solos, rochas, nas dguas naturais e nos
organismos como elemento trago. Devido a oxidagdes quimicas e bioldgicas o elemento é
mobilizado de depositos naturais tornando-se um importante contaminante ambiental
(Jong e Parry, 2003). A ocorréncia de impactos ao Meio Ambiente e consequentemente a
salde humana se deve principalmente as atividades antropicas, ligadas a mineracdo e
metalurgia, queima de combustiveis fosseis, uso de pesticidas e herbicidas e preservativos
de madeira contendo As, na criacdo de gado e frango como aditivo alimentar para
estimular o crescimento e como antibidtico (Chatain, Bayard et al., 2005; Sapkota,
Lefferts et al., 2007). Uma das principais formas de mobilizacdo do arsénio ocorre durante
a exploracdo de metais ligados a pirita, como o caso do ouro. Este processo gera a
drenagem &cida de mina e lixiviacdo de metais como o As, afetando principalmente o solo
e 0s recursos hidricos (Shokes e Mdller, 1998; Carbonell-Barrachina, Rocamora et al.,
2003; 2004; Jong e Parry, 2005; Duquesne, Lieutaud et al., 2008; Fisher, Dawson et al.,
2008). A mobilizacdo e disponibilizagdo de Arsénio no Meio Ambiente afeta ndo sé a
saude e qualidade de vida do Homem, como afeta todos os seres vivos atraves de uma
série de impactos no Meio Ambiente. Devido a afinidade quimica entre este elemento e o
grupo sulfidrila de enzimas e proteinas, além de similaridade entre o elemento fésforo, o
As bioacumula nos organismos vivos (Teixeira e Ciminelli, 2005; Lou, Ye et al., 2010;

Ventura-Lima, Bogo et al., 2010). Devido a conscientizacdo dos efeitos nocivos
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provocados pela liberacdo de metais toxicos no Meio Ambiente aliado a implantacdo de
leis ambientais mais severas, surge a necessidade de pesquisas envolvendo tecnologias que
reduzam os niveis de metais dos efluentes gerados pelas industrias, a fim de atender os
padrdes de lancamento exigidos pela legislagdo vigente além de, é obvio, preservar o Meio
Ambiente. Dentre as diversas alternativas possiveis de remocdo de metais de efluentes
liquidos, destaca-se a aplicacdo de processos bioldgicos no tratamento de efluentes

contendo metais.

Os micro-organismos podem remover metais de uma solugdo por diferentes
mecanismos. Tais como aqueles que envolvem a acumulagdo extracelular/precipitacédo, a
adsorcdo ibnica na superficie celular ou complexacdo, e a acumulacdo intracelular ou
bioacumulacdo. O fenbmeno que envolve a remocdo de ions metalicos pela adsorcao
passiva por biomassa microbiana ou material derivado desta € chamado de biossorcao
(Volesky, 2007). O mecanismo que envolve a adsor¢do na superficie celular ou
complexacdo de metais e conseqliente acumulacdo destes estdo diretamente relacionados a
producdo de metabdlitos pelos micro-organismos tais como H,S ou H,0, e producdo
celular de exopolimeros acidos que podem se ligar e concentrar cations metalicos. A
producdo desses metabdlitos é conseqiiéncia de um mecanismo de defesa da célula. Isso
possibilita ao micro-organismo a permanéncia em ambientes nos quais a concentracdo de
metais representa risco de toxicidade. Os produtos metabolicos precipitam os metais como
sulfetos ou 6Oxidos, gerando substancias inofensivas (Asaulenko, Purishch et al., 2004).
Tais caracteristicas que esses micro-organismos apresentam tem sido uma alternativa
amplamente estudada e aplicada como técnica de biorremediacdo de efluentes industriais
ligadas ao ramo da mineracdo e metalurgia. Dentre 0s micro-organismos mais estudados
nestes processos destacam-se as Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (Labrenz, Druschel
et al.,, 2000; Ramamoorthy, Piotrowski et al., 2009; Nevatalo, Bijmans et al., 2010;
Poinapen e Ekama, 2010).

A biomassa bacteriana tem sido cada vez mais utilizada nos processos de tratamentos
de efluentes industriais, pois apresenta uma diversificacdo metabdlica enorme com grande
potencial de aplicagdo. A utilizagcdo e o aprimoramento de processos biotecnolégicos no
tratamento de efluentes industriais tém intensificado o interesse de empresarios e
pesquisadores relacionados com atividades de mineracdo e metalurgia. Os principais
contaminantes encontrados nestes efluentes sdo metais e metais pesados, anions como

sulfato e cloreto e metal6ides. Aliado aos métodos fisico-quimicos tradicionais,
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tratamentos alternativos sdo cada vez mais utilizados diminuindo custos e evitando
problemas ambientais devido a quantidade excessiva de lodo produzida na maioria destes
processos (Chatain, Bayard et al., 2005; Cohen, 2006).

Estudos sobre a diversidade e filogenia dos micro-organismos envolvidos nesses
processos sdo cada vez mais necessarios. A correta identificacdo dos micro-organismos e o
melhor entendimento do metabolismo e transformacdes que esses micro-organismos
mediam no ambiente sdo decisivos para a aplicacdo biotecnoldgica dos mesmos. Para
tanto, o presente trabalho utilizou técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia de
Polimerase)/DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) para analisar a dinamica
populacional de 3 consércios de bactérias obtidas de ambientes diversos e submetidas a
diferentes concentracBes de arsénio. A técnica de DGGE ¢é amplamente utilizada no
monitoramento de populagdes microbianas apds perturbacdes ambientais devido a
contaminagdo ambiental (Ciric, Griffiths et al., 2010), contribuindo assim para o melhor

entendimento da estrutura da comunidade em um determinado ambiente.

Através das técnicas moleculares de PCR e, subseqiientemente, o sequenciamento do
DNA foi possivel a identificacdo dos isolados bacterianos presentes no consorcio |
(Amostra Funil). No entanto para o estudo mais aprofundado das relacGes filogenéticas
dessas bactérias foram realizados estudos classicos de microbiologia. A identificacdo
completa dos micro-organismos por meio da caracterizacdo morfoldgica e bioquimica é
importante passo para a compreensdo da influéncia desses micro-organismos no Meio
Ambiente e um fator fundamental no sucesso da aplicacdo dos mesmos em processos de
biorremediagéo.

O presente trabalho teve como principal objetivo a prospeccdo e identificacdo de
bactérias resistentes ao Arsénio, visando uma potencial aplicagdo na biorremediacdo de
efluentes industriais contendo este elemento e sulfato e objetivando promover,
principalmente, a bioprecipitacdo do arsénio na forma de seus respectivos sulfetos

insollveis.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Origem e Condigdes de cultivo dos Consorcios

Os consorcios foram obtidos de diferentes amostras ambientais a fim de investigar a
melhor amostra com potencial aplicacdo biotecnoldgica na remogdo de metais pesados, em
especial o arsénio de efluentes industriais. Para tanto foram coletados sedimentos do
cérrego do Funil que capta esgoto doméstico da cidade de Ouro Preto, MG (Amostra I);
lodo anaeroébico do reator UASB do Centro de Pesquisas e Treinamento em Saneamento
CePTS — UFMG/COPASA, localizado na planta de tratamento de esgoto do Arrudas em
Belo Horizonte, MG. (Amostra Il1); e do Mangue de Carneiros localizado em Tamandaré,
PE. (Amostra VII). O enriquecimento e manutencéo dos consorcios foi feito em frascos de
cultivo e incubados a 35°C em jarra de anaerobiose adaptada sob condicGes de atmosfera
microaerdfila. O meio de cultura utilizado foi o Postgate B obtido a partir do preparo de 2
solucdes: Solucdo A - 0,5 gKH,PO.L! 1,0 gNH.CILLY 0,06 gCaCl.L? 2
gMgS04.7H,0.L™, 1 g.L™ de extrato de levedura, 0,1 g.L™* de tioglicolato, 0,1 g.L™ de
4cido ascorbico, 3,5 g.L™ de lactato de sédio; Solucdo B - 0,5 gFeSO4.7H,0.L ™. As
solugdes A e B tiveram o pH ajustado para 7,0 £ 0,2 com solugdo de NaOH ou HCI na
concentracdo de 0,1 mol.L™ e foram misturadas ap6s esterilizagdo na proporcdo 7:3. A
Solucdo de Arsénio na concentragdo de 1 g.L™ foi preparada com 4,17 g de sal arsenato de
sodio (Na;HAsO,4.7H,0, Merck) para 1L de agua destilada. Todas as solucbes foram
esterilizadas por calor imido em autoclave a 120°C & 1 atm durante 20 minutos. Para 0
enriquecimento das amostras uma aliquota de 10g de cada sedimento coletado foi
transferida para um erlenmeyer contendo meio de cultura em uma proporgdo de 1:25
(amostra: meio). Os frascos foram incubados a 35°C por cerca de uma semana. Apds este
periodo, foi feita a observacdo da formacdo de um precipitado negro caracteristico,
indicativo da formac&o de sulfeto de ferro (FeS) proveniente da redugdo do sulfato. Uma
aliquota de 10 mL do enriquecimento na proporcdo de 1:25 (amostra: meio) foi utilizada
para a realizagdo de um segundo enriquecimento. Apds 3 enriquecimentos, 0S ConsOrcios
foram adaptados ao As em doses crescentes atraves da adicdo ao meio de cultura da
solucdo de arsenato de sodio com concentracgdo inicial de As de 1 mgAs.L™. O pH final
de todos os cultivos em meio de cultura com As foi determinado. O crescimento do

indculo foi acompanhado visualmente pela alteracdo de cor do meio em funcdo da
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formacdo de FeS. Aliquotas das amostras foram preservadas em solucdo de glicerina a

80% visando 0s experimentos posteriores.

4.2.2 Adaptacdo dos Consdrcios ao cultivo em presenca de Arsénio

Com a finalidade de selecionar a populacdo bacteriana com tolerancia ao As, 0s
consorcios foram cultivados em meio Postgate B contendo arsenato de sodio
(Na;HAsO,4.7H,0, Merck). Optou-se por utilizar primeiramente o sal de As V, tendo em
vista 0 possivel estresse metabdlico causado aos micro-organismos por compostos de As
I1l, notadamente mais toxicos. No entanto, nas condicbes em que as amostras foram
cultivadas, pH moderadamente acido a neutro e ambiente redutor, grande parte do arsénio
se encontra na forma 11 (reduzida). Foi utilizado o meio de cultura liquido Postgate B com
concentracdo inicial de As de 1 mgAs.L™?. A adaptacdo dos consércios ao metal foi
realizada adicionando doses crescentes de As ao meio. A cada repique a concentracdo do
elemento era duplicada em relacdo ao repique anterior, até se atingir a concentracdo
méaxima tolerada, ou seja, aquela a partir da qual ndo se observam sinais de crescimento
microbiano. As concentragcdes de As no meio foram definidas a partir do padréo de limite
maximo de lancamento de efluentes permitido pela legislacdo brasileira do Conselho
Nacional de Meio Ambiente, CONAMA, ou seja, 0,5 mgAs.L™ (Conama, 2005).

4.2.3 Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

O DNA dos 3 consércios adaptados as condicdes experimentais (0 e 8 mgAs.L™) foi
extraido com o Kit PowerSoil (MoBio). Utilizou-se a estratégia de semi nested-PCR para
realizacdo das amplificacbes, que consiste na amplificacdo separada dos fragmentos
utilizando dois pares de iniciadores diferentes sendo o segundo par flanqueando uma regiéo
interna ao amplificado pelo primeiro par. O DNA foi inicialmente amplificado através da
PCR utilizando os iniciadores 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’-
TACGGYTACTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991), especificos para a amplificacdo do gene
DNAr 16S de micro-organismos do dominio Bacteria. As condi¢es de amplificacdo por
reacdo foram: Tampdo de reacdo (1x), MgCl, (2,0mM), dNTP (0,8mM), iniciadores 1
(500nM cada), BSA (0,2 mg.L™"), Taq polimerase (1,5u.uL™). As misturas foram
incubadas em um termociclador Biocycler com a seguinte programacao de amplificagcdo: 3
minutos a 94°C (desnaturacdo inicial); 30 ciclos de 1minuto a 94°C (desnaturacdo), 1
minuto a 55°C (anelamento dos iniciadores) e 1 minuto a 72°C (extensao); 7 minutos a 72°

C (extensdo final). O resultado das amplificacdes foi analisado em gel de agarose 1% em
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solucdo tamp3o TAE 0,5X (Tris Base, Acido acético glacial, EDTA). O gel foi submetido &
corrida eletroforética em cuba de eletroforese imerso em tampdo TAE 0,5X durante 40
minutos a 100 V. Apds este procedimento, o gel foi corado com corante SybrSafe DNA gel
stain (Invitrogen) e visualizados em um transluminador de luz Ultra Violeta (UV).

4.2.4 Andlise por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

O DNAr foi reamplificado por PCR utilizando o segundo par de iniciadores, GC357F e
907R, especificos para a amplificagdo do gene RNAr 16S do dominio Bactéria e analise
em DGGE (Muyzer, De Waal et al., 1993). O programa de amplificacdo consistiu das
seguintes etapas: 3 minutos a 94°C (desnaturacdo inicial); 30 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturacdo); 2 minutos a 50°C (anelamento dos iniciadores); 2 minutos a 72°C
(extensdo) e 20 minutos a 72° C (extensdo final). Confirmada a presenca dos produtos de

PCR pela eletroforese em gel de agarose, o material foi analisado por meio da DGGE.

Os produtos foram separados por DGGE em gel com gradiente desnaturante (30% a
70%) de uréia e formamida preparados a partir da solucdo de 30% de acrilamida-
bisacrilamida com 80uL de APS e 5uL de TEMED. A corrida eletroforética se deu a 100
V durante 16 horas a 60°C em cuba de DGGE Modelo 2401 Marca C.B.S. Scientific
Company, INC. Apds este tempo, o gel foi corado com brometo de etideo por 1h e
visualizado sob luz UV.

4.2.5 Obtencao dos Isolados

O isolamento das colbnias de bactérias do Consoércio | em meio solido foi obtido a
partir das diluicdes seriadas (10 a 10®°) do material enriquecido a partir das amostras de
agua e sedimento. De cada diluicdo foram colhidos 0,1mL que foram inoculados por
espalhamento nas placas de Petri contendo o meio Postgate B solidificado com agar a 2%.
As placas foram incubadas em uma cuba anaerobica em condigdo de microaerofilia em
estufa bacterioldgica a 35°C. Apds o crescimento das col6nias, as mesmas foram

transferidas para frascos com meio de cultivo liquido Postgate B.
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4.2.6 Caracterizacdo morfologica dos isolados

Apo6s serem submetidas a coloragdo diferencial pelo método de Gram, as culturas
puras obtidas foram caracterizadas por observacao direta das caracteristicas morfoldgicas
das col6nias e das células em Microscopio optico Olympus Modelo BX41 com aumento
de 100X.

4.2.7 ldentificacdo Bioquimica

Os 13 isolados foram identificados pelas principais provas bioquimicas utilizadas para
identificacdo de micro-organismos: glicose, lactose, indol, degradacdo da uréia, motilidade,
sulfeto de hidrogénio, catalase, citrato de simmons (Bale e Matsen, 1981). Além destas
provas bioquimicas foi utilizado o kit IAL (meio Instituto Adolfo Lutz), conhecido
comercialmente como meio de Rugai Modificado (Pessoa e Silva, 1972). Este kit facilita a
identificacdo dos isolados, pois em apenas um tubo é possivel verificar os resultados da
producdo de Indol, desaminacdo do L-Triptofano, fermentacdo ou ndo de glicose e
sacarose, producdo de gas, producdo de H,S, degradacdo da uréia, descarboxilacdo de L-
Lisina e motilidade. Foram realizados testes bioquimicos relacionados com a capacidade
dos isolados em utilizarem diferentes substratos organicos. As concentracdes das fontes de
carbono utilizadas foram: 5,12 g.L™* de Etanol, 3,5 g.L™* de Lactato, 3,96 g.L ™" de Acetato e
3,0 g.L™ de Citrato. Para a realizacdo de teste de sensibilidade ao O, e identificacdo do
processo respiratério de cada um dos isolados, os mesmos foram incubados em placas de
petri contendo meio de cultura solidificado com agar sob duas diferentes condicdes:
anaerobiose (a partir do uso jarra de anaerobiose com atmosfera de CO,) e aerobiose

(presenca de O, atmosferico).

A capacidade de formacdo de esporos pelos isolados foi testada através do choque
térmico das amostras de 40 a 100 °C, permanecendo nesta temperatura por cerca de 10
minutos seguido de um resfriamento em banho com gelo por 5 minutos. Apos esse
procedimento, uma aliquota de 1 mL de cada isolado foi inoculado em placa com meio
solido Postgate B e incubada por 24 a 48 horas. Apds esse periodo, foi observado o

crescimento de coldnias, caso o isolado em analise possuisse capacidade de esporulacao.

Uma aliquota das amostras submetidas a choque térmico foi retirada para visualizacdo
das células e dos esporos em microscopio de contraste de fase. Para visualizacdo dos
esporos, foi utilizada a coloracdo verde de Malaquita. Esta coloragéo tinge os esporos de
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verde e as células sdo coradas de cor résea — avermelhada pelo corante safranina, o que

permite a distin¢do dos mesmos (Bartholomew e Mittwer, 1950).

Como os isolados (proveniente do consorcio I) foram obtidos antes da adaptacéo ao As,
estes foram testados quanto & sua capacidade em crescer em meio contendo 32 mgAs.L™.
Para isso, os isolados foram incubados em meio Postgate B solidificado com &gar nutriente
a 2% contendo solucdo de arsenato de sédio.

4.2.8 Identificacdo Molecular dos Isolados

Para a extracdo de DNA das culturas puras do Consorcio | (Amostra Funil), foi
realizado o protocolo de Lise Térmica (Moore, Arnscheidt et al., 2004). Para as rea¢des de
amplificagdo por PCR visando o sequenciamento do DNAr 16S dos isolados, foram
utilizados os iniciadores 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5°-
TACGGYTACTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991), especificos para a amplificacdo do gene
DNAr 16S de s do dominio Bactéria, segundo condicBes de amplificacdo descritas

previamente.

O sequenciamento do DNA foi realizado utilizando BigDye® Terminator v3.1 Ciclo de
Sequenciamento (Applied Biosystems) pela empresa Genomic Engenharia Molecular (S&o
Paulo. Brasil). As sequéncias obtidas foram alinhadas com o uso do modelo de Jukes-
Cantor com as varias seqléncias 16S rRNA depositadas no banco de dados do NCBI e
avaliadas no RDP- 10 (Ribossomal Database Project Release 10 — (Cole, Wang et al.,
2009). A érvore filogenética contendo as sequéncias isoladas assim como as sequéncias
mais préximas depositadas no banco de dados foi construida pelo método Neighbor Joining
modificado com analise de bootstrap com 1000 réplicas, ambos disponiveis no RDP
(Bruno, Socci et al., 2000).

4.2.9 Experimentos de reducdo de Sulfato

A fim de determinar a capacidade do consorcio | (Amostra Funil) em precipitar As e a
influéncia do percentual de reducédo de sulfato na taxa de remocéo de As, foram realizadas
curvas de crescimento e consumo de sulfato em frascos de cultivo com volume de 500 mL
com meio Postgate B. Para a realizagéo deste experimento, 0 meio teve a concentragao de

sulfato reduzida para 3 g.L ™ e supressdo de sulfato ferroso do meio com a finalidade de
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evitar a formacdo de sulfeto de ferro precipitado, o que poderia dar um resultado falso
positivo a analise. Com o objetivo de padronizar o in6culo usado nesse experimento, as
amostras foram previamente incubadas por 4 dias e apds esse procedimento foram
centrifugadas e o sobrenadante descartado. A biomassa de células resultante foi
ressuspendida com salina estéril e 5% do volume total foram entdo inoculadas nos frascos

testes.

Para a realizacdo do experimento, o pH inicial dos meios de cultivo foi medido com um
medidor digital de pH/milivolt DIGIMED, modelo DM-20 com eletrodo combinado de
platina modelo DMR-CP1. Aliquotas de 1 mL foram retiradas diariamente dos frascos
testes para andlise de pH e sulfato. A determinacdo de sulfato nas amostras foi realizada
por técnicas espectrofotométricas, segundo metodologia estabelecida por (Kolmert,
Wikstrom et al., 2000), na qual a concentracdo de sulfato no meio é determinada por
método turbidimétrico que consiste na leitura da absorbancia das amostras a 420 nm apés
adicdo de cloreto de bario que ocasiona a formacgdo de cristais insoltveis de sulfato de
bario. A absorbancia da amostra medida em espectrofotometro DEL LAB Modelo DLM-
2000B é proporcional ao teor de sulfato presente na amostra. Todos 0s experimentos foram

realizados em duplicata.

4.2.10 Caracterizacdo dos precipitados por Difracéo de raios-X (DRX)

Com a finalidade de analisar os precipitados formados, as amostras solidas
provenientes dos experimentos de cultivo do Consércio | (Amostra Funil) em presenca de
sulfato e arsénio foram analisadas. Para tanto procedeu-se a andlise dos produtos do
crescimento microbiano em cultivos acrescidos ou ndo de ferro. Foi também analisado o
precipitado formado durante experimentos com inéculo morto por autoclavagdo. Os
precipitados obtidos foram centrifugados e o liquido descartado. O material sélido foi
deixado para completa secagem em estufa a 50° C por cerca de 20 horas e entdo enviado
para analise e caracterizacdo dos possiveis sulfetos formados em difratdmetro de Raios-X

(Shimadzu - XRD 6000), acoplado com tubo de ferro e monocromador de grafite.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Enriquecimento e Adaptacdo dos Consorcios ao cultivo em presenca de
Arsénio

Os trés consorcios microbianos investigados apresentaram crescimento, evidenciado
pela visualizagcdo de um precipitado negro sugestivo da reducdo de sulfato e formacéo de
FeS pelos micro-organismos presentes no consércio. ApoOs trés enriquecimentos 0S
consorcios foram adaptados ao As. A cada repique, os consércios foram submetidos ao
contato com doses crescentes de arsenato de sédio (1 a 32mgAs.L™). Todas as amostras
cresceram até a concentracéo de 8 mgAs.L™. O consércio | apresentou maior adaptagdo a
concentracdo de As no meio em relacdo aos outros consdrcios, apresentando crescimento

na maior concentragdo testada (32 mgAs.L™).

4.3.2 Perfil de DGGE

O DNA dos consércios amplificado por PCR foi submetido a analise por DGGE com
gradientes desnaturantes de uréia—formamida de 30-70%. Foram analisados os fragmentos
do DNA ribossomal 16S amplificados por PCR com pares iniciadores para o dominio
Bacteria. Por meio do perfil de bandas visualizado no gel apds a corrida eletroforética
(figura 4.1) € possivel fazer uma analise do comportamento adaptativo das comunidades
bacterianas presentes nas amostras antes e apds a adaptacdo ao As. Considerando o perfil
de bandas obtidos nos consdrcios antes da adicdo de As, pode-se observar que estes eram
constituidos por poucos grupos bacterianos, representados por 5-6 bandas de DNA
(amostras IA e I11A). A analise do perfil eletroforético do DGGE permite a visualizacdo da
dindmica da popula¢do microbiana dos consorcios de acordo com adi¢do de As. Estes
consorcios alteraram significativamente sua composicdo bacteriana apés 15 dias de
exposicdo a 8 mgAs.L™?, tanto na posicdo quanto no nimero de bandas. O consércio |
manteve 0 mesmo numero de bandas, porém em posicOes diferentes & observada na
condicdo sem arsénio, assim, indicando que houve uma alteracdo significativa na
comunidade bacteriana predominante. Nos demais consorcios a mudanga observada no
perfil de bandas se refere a diminuicdo de bandas (consércio I11B) e a manutencdo da Unica
banda nas duas condi¢bes pelo consorcio VII. Os resultados revelam uma maior
diversidade de bactérias tolerantes ao As nos dois consorcios provenientes de ambientes

contaminados com esgoto (amostras | e Il1). A amostra | apresenta a maior diversidade
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dentre as amostras estudadas e também apresenta amostra com maior quantidade de bandas

apos a adaptacéo ao As.

VIIB 11IIB 1B VIIA 1IIA A

Figura 4.1: Imagem de Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) corado com Brometo de
Etideo contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S amplificado com iniciadores universais para Bacteria.

(Amostras A adaptadas a 8 mgAs.L™ ; amostras B : auséncia de As no meio).

A analise desses dados indica um grande potencial de aplicacdo do consoércio | na
remocdo de As de efluentes industriais visto que apresenta maior nimero provavel de
espécies bacterianas resistentes ao As. Considerando os resultados sob concentragcdes mais
elevadas de arsénio, esse consorcio apresentou crescimento em meio de cultivo com
arsénio na concentracio de até 32 mgAs.L™, cerca de 64 vezes o valor maximo permitido

em efluentes industriais pela legislagéo brasileira CONAMA (0,5 mgAs.L™).
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4.3.3 Consumo de Sulfato

Na figura 4.2 encontra-se os resultados referentes ao consumo de sulfato pelo consorcio
| na presenca de arsénio. A andlise de consumo de sulfato indicou a capacidade do
consorcio | em reduzir sulfato em condicdes de acidez (pH em torno de 5,5). O consércio |
apresenta altas percentuais de remogéo de sulfato, sendo capaz de remover cerca de 93%
do sulfato contido no meio. Soma-se a isso o fato de que o consorcio foi ainda capaz de
elevar o pH do meio de 5,4 a neutralidade. A alcalinizacdo do meio é provavelmente
mediada por ions bicarbonatos proveniente da degradacdo do lactato pelos micro-

organismos redutores de sulfato (Liamleam e Annachhatre, 2007).
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Figura 4.2: Curva de remocao de sulfato e variagdo de pH do consércio | sob cultivo em presenga de arsénio.

A acidez de efluentes industriais representa um parametro critico no tratamento
biolégico dos mesmos, pois para a maioria dos micro-organismos o potencial
hidrogenionico afeta 0 metabolismo microbiano e conseqlientemente a remoc¢éo de metais.
A capacidade dos micro-organismos presentes no consorcio | em tolerar condigdes
moderadas de acidez e, além disso, modificar essa condigdo através do metabolismo

reforca a possibilidade de aplicacdo biotecnoldgica desse consorcio.

Os resultados encontrados corroboram com os descritos na literatura. O tratamento de
efluentes &cidos com sulfato e metais atraves da utilizacdo de consércios de BRS apresenta

56



resultados satisfatorios. Em estudos sobre a remocdo de sulfato e metais em reator
anaerobio foi observado a geracdo de alcalinidade no tratamento de efluente com o
aumento do pH de 4 para 7 e percentuais de remocao de sulfato e arsénio em torno de 80%
(Jong e Parry, 2003).

4.3.4 Caracterizacdo e identificacdo dos Isolados

O consorcio |, por apresentar, dentre os consércios estudados, maior potencial de uso
na biorremediacdo de efluentes contaminados com arsénio, foi caracterizado quanto aos
aspectos morfologicos e bioquimicos com a finalidade de identificacdo do género e/ou
espécies. A identificacdo foi realizada observando-se as caracteristicas morfoldgicas tanto
das células (forma, arranjo, entre outras) quanto das coldnias (tamanho, cor, entre outras).
Além disso, provas bioguimicas relacionadas com a capacidade das bactérias em sintetizar
enzimas e assimilarem diferentes substratos e gerar produtos metabdlicos especificos foram

investigadas.

Foram selecionadas 25 colbnias que apresentaram diversidade morfologica. Destas
apenas 13 apresentaram resultado positivo para reducdo de sulfato, quando reinoculadas
em meio de cultura liquido. Estes 13 isolados foram caracterizados microscopicamente
(tabela 4.1). As colonias apresentaram-se predominantemente circulares, com coloracéo
esbranquicada e com aspecto cremoso ou opaco e borda ondulada ou lisa. Os grupos
morfoldgicos foram caracterizados como Gram - os isolados: 11A, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18,
110 e 111 e como Gram + os isolados: 13, I3A e 19. Quanto a forma, as células apresentam-
se predominantemente na forma de bastonetes sem arranjo. Foram encontrados em menor
proporcao formas bacilares, vibrides e de cocos. Quanto a capacidade de formar esporos,
apenas os isolados 13, I3A e 19 apresentam tal caracteristica. Esses isolados cresceram em
meio de cultivo apos choque térmico. Essa caracteristica foi confirmada pela visualizagdo
das estruturas em microscopio optico apos coloracdo dos esporos com corante verde de

malaquita.
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Tabela 4.1: Caracterizacdo morfologica dos isolados obtidos a partir do Consércio I.

Isolado  Caracteristica das Colénias Gram Morfologia  Esporos

ao M.O
11A Esbranquicada com brilho - Bastonetes -
cremoso central liméo
11 Pequenas e esbranquicadas - Bastonete sem -
arranjo
12 Pequenas e esbranquicadas - Bastonetes sem -
arranjo
I3A Pequenas, opacas e + Bastonetes sem +
esbranquigadas arranjo
13 Pequenas, cremosas e + Cocos sem +
esbranquigadas arranjo
14 Pequenas e esbranquicadas - Bastonetes sem -
arranjo
15 Pequenas, cremosas e - Bastonetes -
esbranquigadas afinalados
16 Redonda e esbranquicadasao - Vibrides -
centro
17 Forma tipo estrela - Estreptobacilos -
esbranquicada capsulados
I8  Pequenas e com borda irregular - Bastonetes -
afinalados
19 Espalhada, precipitado negro  + Cocos sem +
arranjo
110 Espalhada e esbranquicada - Bastonetes -
capsulados
111 Espalhada, precipitado negro - bastonetes -

A partir da identificagdo morfologica basica, as bactérias foram caracterizadas quanto a
sua atividade metabodlica por meio de uma série de testes bioquimicos. A caracterizacéo
metabolica dos isolados fornece informacgdes importantes, além de possibilitar a
identificacdo justifica a aplicacdo industrial destes. Assim, investigando quais carboidratos
0S micro-organismos podem degradar pode-se inferir se um determinado isolado pode ser
utilizado no tratamento de um efluente de uma determinada industria. Esta abordagem
diminui custos com meios de manutencdo de crescimento microbiano, sendo amplamente
utilizada no tratamento de efluentes de inddstrias alimenticias e bebidas no qual um

subproduto dessas industrias pode ser substrato do isolado.
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No que se refere a industria minero-metaldrgica, tais aspectos sao poucos explorados e
estudos de caracterizacdo de micro-organismos de ambientes acidos ainda sdo insuficientes
e insatisfatorios. Isso se deve, muitas vezes, a dificuldade em cultivar tais micro-
organismos, pois frequentemente as condi¢cbes de crescimento dos mesmos S&o

desconhecidas.

Os resultados dos testes metabdlicos dos isolados estdo apresentados na tabela 4.2. A
maioria dos isolados séo caracterizados por fermentar a glicose e sacarose sem producgéo de
gas e degradar a lactose. Os isolados 14 e 19 sdo capazes de usar citrato como Unica fonte
de carbono, o que evidencia a presenca da enzima citrato permease nos mesmos. Apenas 0
isolado 111 é capaz de utilizar uréia como Unica fonte de nitrogénio. Quanto a utilizacdo do
aminoacido triptofano visualizado a partir da producéo de indol, todos os isolados possuem
tal caracteristica. Por outro lado, 0 uso de aminoacidos sulfurados, visualizado a partir da
producdo de H,S s6 pode ser realizada pelos isolados 16 e 111. A descarboxilacdo de L-
Lisina é realizada pelos isolados 13, 14, 19 e 110. Todos os isolados s&o moveis e séo
incapazes de realizar a desaminagédo do L-Triptofano.

Os testes metabdlicos referentes a utilizacdo de diferentes fontes de carbono em meio
de cultivo Postgate B, apresentam variagdes entre os isolados dependendo da fonte de
carbono, com excecdo de citrato. Neste caso, todos isolados apresentam crescimento. A
maioria dos isolados utiliza etanol como fonte de carbono, com excecao dos isolados 14, 15,
16 e I7. Por outro lado, apenas os isolados I1A, 11, 18 e 19 utilizam acetato como Unica
fonte de carbono. Parte dos isolados ndo utiliza lactato como Unica fonte de carbono no
meio de cultivo (12, 14, 15, 16, 17 e 18), sendo interessante ressaltar que, o crescimento dos
consorcios bem como o isolamento do consorcio | foi realizado com meio de cultivo com
lactato como Unica fonte de carbono. Esses resultados sugerem a possibilidade de relagGes
sintréficas entre os micro-organismos do consorcio |, ou seja, o produto metabélico de um
isolado serviria como nutriente de outro isolado. Essas relagdes representam um papel

relevante na biorremediacdo de efluentes acidos e com metais (lcgen e Harrison, 2006).
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Tabela 4.2: Caracteriza¢do Bioquimica dos isolados do Consércio I.

Isolado LTD Lis. Glicose Sac. Fontes de Carbono em meio  Catalase Micro- Aerofilia Lact. Cit.  Ur. SIM

i Postgate B aerofilia

Ac. Gés Acetato Lactato Etanol Citrato Indol H,S Motil.
11A - - + - + + + + + + + + + - - + - +
11 - - + - + + + + + + + + + - - + - +
12 - - + - + - - + + + + + + - - + - +
I3A - - + - + - + + + + + + + - - + - +
13 - + + - + - + + + + + + + - - + - +
14 - + + - + - - - + + + + + + - + - +
15 - - + - + - - - + + + +/- + - - + - +
16 - - + - - - - - + + + +/- + - - - + +
17 - - + - + - - - + + + +/- + - - + - +
18 - - + - + + - + + + + +/- + - - + - +
19 - + - - + + + + + + + + - + - + - +
110 - + + - + - + + + + + + + - - - - +
111 - - + - + - + + + + + + + - + + + +

Legenda: LTD: desaminacdo do L-Triptofano. Lis. Descarboxilacéo de L-Lisina. Ac.: formacéo de &cido. Sac.: fermentacéo de sacarose. Lact.: Utilizagdo de lactose

como fonte de carbono. Cit: Utilizagdo de Citrato como fonte de carbono. Ur. Hidrdlise da uréia. Motil:  Motilidade.
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Todos os 13 isolados obtidos apresentaram crescimento positivo ao serem testados
quanto & sua capacidade em crescer em meio contendo 32 mgAs.L™. As colbnias
apresentaram modificacdo morfoldgica estrutural quando comparadas as mesmas colonias
crescidas em meio sem arsénio. Os isolados apresentaram crescimento difuso e espalhado
na placa com meio contendo arsénio. E importante ressaltar que todos os cultivos, tanto na

presenca como auséncia de As foram realizados nas mesmas condicdes.

Estes resultados indicam a possibilidade tanto da aplicacdo de culturas puras como do
consorcio em processos de tratamento de efluentes industriais contendo As. No entanto,
para isso mais estudos se fazem necessarios com os isolados objetivando a aplicacdo dos

MESMOS NESSES Processos.

Como pode ser observado na tabela 4.2, os isolados apresentam crescimento tanto em
condi¢cdes de microaerofilia como em aerofilia. Apenas os isolados 15, 16, 17 e 18,
apresentaram inibicdo no seu crescimento em condicdes de aerofilia, quando comparado
com o0 crescimento em ambiente microaerdfilo. Esses resultados indicam uma boa
tolerancia ao O, pelos isolados estudados e sugerem que a caracterizagdo dos mesmos
como anaerébio facultativo. O teste da atividade de catalase revelou que os isolados sdo
positivos, indicando assim um possivel metabolismo oxidativo. A catalase protege a célula
contra os danos recorrentes do metabolismo de reducdo de oxigénio. Ha relatos na
literatura da presenca de catalase em micro-organismos anaerébios como as Bactérias
Redutoras de Sulfato, evidenciando a capacidade desses micro-organismos em sobreviver

em ambientes oxigenados (Wieringa, Overmann et al., 2000).

Tal caracteristica € muito importante na aplicacdo de micro-organismos em escala
industrial. Geralmente, os efluentes tém caracteristicas bem variadas, dependendo das
mudancas sazonais que ocorrem nos processos produtivos. Por exemplo, em uma inddstria
petroquimica, a cada etapa do processo produtivo, o efluente lancado apresentara
caracteristicas bem diversas umas das outras. Neste caso, o efluente pode apresentar
produtos quimicos utilizados nos processos de refinamento ou beneficiamento e também
pode apresentar residuos originados do préprio petréleo, como fendis, hidrocarbonetos e

metais pesados. Desta forma, os micro-organismos ndo séo afetados por tais mudancas,
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pois nNos processos em que os ambientes possuem certo nivel de oxigénio ou auséncia deste
elemento, a sua restricdo ndo sera limitante para o crescimento e degradacdo dos residuos
pelos micro-organismos. J& nos casos em que ha grande concentracdo de oxigénio, nao

sy = _mg o m

ambientais pelos isolados.

A identificacdo dos micro-organismos foi executada de acordo com a metodologia
descrita. A partir da caracterizagdo morfologica e dos resultados obtidos das andlises
bioquimicas e com o auxilio do Manual de identificacdo de bactérias Bergey (Holt, 1994)
procedeu-se a provavel identificacdo das mesmas. Todos os isolados foram submetidos a
identificacdo molecular pelo seqiienciamento do gene 16S rRNA e anélise da seqtiéncia no
RDP-10 que resultou em altos niveis de similaridade com espécies bacterianas conhecidas.
Como pode ser observado na tabela 4.3, o seqlienciamento revelou a identificacdo dos
isolados com a espécie Escherichia coli (isolados I11A, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 110 e 111) e
com o género Escherichia sp. (isolado 16). A Figura 4.3 apresenta a arvore filogenética
contendo os isolados 13 e 19, onde pode ser observada a alta similaridade destes isolados

com sequéncias dos géneros Bacillus e Clostridium.

Representantes desses 3 grupos filogenéticos sdo freqlientemente relacionados a area da
salude sendo agentes patogénicos. No entanto, os mesmos ja foram relacionados a
contaminacdo ambiental e resisténcia a metais e o isolamento de representantes desses
grupos de ambientes naturais com o proposito de aplicacbes em processos de

biorremediacdo esta bem estabelecido.

Tabela 4.3 Proximidade taxondmica entre os isolados seqiienciados e as bactérias catalogadas no GenBank.
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Isolado Filiacdo (Gen Bank) Similaridade Ambiente Referéncia
Maxima
IlellA Escherichia coli C2; AF511430 100% Sedimentode  Ovesen J., et al. (Unpublished)
caverna
12, 14, 15, Escherichia coli C2; AF403733 100% Lodo (Chamkha, Record et al., 2002)
17e18 anaerdbio
13 Bacillus sp.; EU417655 100% Aterro Krishnamurthi S., et al.
sanitario (Unpublished)
16 Escherichia sp. 253b; AY 082448 100% Drenagem Labrenz M.et al. (Unpublished)
acida de mina
19 Clostridium sp. enrichment culture 100% Fonte termal Raychaudhuri., et al.
clone tpsrb004; tp_16695_004.; (Unpublished)
GQ503832
110e 111 Escherichia coli; AF233451 100% Ovos Wang R.-F.,et al. (Unpublished)

100

100

contaminados

o1 ‘Bacillus circulans WSBC20060'

| ‘'uncultured bacterium pPD10'
97
88 'Bacillus thermoamylovorans BHK52'
96 .
Strain I3

79 ‘ '‘Bacillus sp. enrichment culture clone 8'

‘Bacillus subtilis subsp. subtilis Lactipan’

100 r ‘Bacillus cereus WSBC10201"

m ‘Bacillus thuringiensis WS2623'

99

69 ' Strain 19

0.05

'Clostridium sp. enrichment culture clone tpsrb002 tp 16695 '

I

‘'uncultured compost bacterium PS2480'

'Desulfovibrio piger ATCC29098"

'‘Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661

Figura 4.3. Arvore filogenética contendo sequéncias do gene DNAr 16S (~ 400 pb) construida pelo método
Neighbor-Joining. Andlise de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra corresponde a 0,5%.

Embora os micro-organismos identificados ndo sejam tradicionalmente pertencentes ao
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grupo das Bactérias Redutoras de Sulfato, a capacidade de reducéo de sulfato foi realizada
pelos micro-organismos do consorcio I. Embora ndo haja estudos sobre o metabolismo
redutor de sulfato em E. coli, esta caracteristica j& foi relatada em representantes da familia
Enterobacteriacea (Qiu, Zhao et al., 2009; Patricio, Silva et al., 2011). Ha citacfes na
literatura como possuidores do metabolismo de reducdo de sulfato tanto o género
Clostridium (Martins, Faleiro et al., 2010) como Bacillus (Asaulenko, Abdulina et al.,
2010). E importante ressaltar que os isolados foram identificados com pertencentes a trés
grupos taxondmicos distintos e o consorcio | do qual esses isolados foram obtidos
apresentaram 6 bandas nos experimentos de DGGE, o que indica a possibilidade da
existéncia de Bactérias Redutoras de Sulfato no consorcio, ndo sendo possivel a
identificacdo das mesmas. A baixa diversidade obtida com isolamento em relacdo a
diversidade visualizada no gel pode estar relacionada a problemas inerentes ao cultivo.

O género Bacillus tem sido amplamente relacionado a processos de biorremediacéo.
Recentemente, a aplicacdo de varios tipos de micro-organismos, dentre eles a espécie
Bacillus cereus foi estudada com a finalidade de remediar solo contaminado com varios
tipos de metais pesados (Azcén, Peralvarez et al., 2010). Neste estudo, foi revelada a
bioremocdo de metais no solo ap6s a remediacdo do solo com 0s micro-organismos. Foi
realizado o cultivo de plantas antes e ap6s a biorremediacdo. A analise da biomassa das

plantas revelou a diminui¢do de metais ap6s a remediacdo do solo com micro-organismos.

Bactérias do género Bacillus tem sido relacionada também a processos de biossor¢édo e
biomineralizacdo podendo a espécie Bacillus cereus ser utilizada na biosor¢do de niquel
(Abdel-Monem, Al-Zubeiry et al., 2010) e a espécie Bacillus sphaericus na biossorcao e
bioacumulacdo de arsénio, mercurio, cobre, ferro e cromo (Velasquez e Dussan, 2009).
Bacillus sp tem sido aplicada também na redugéo arsenato. Esta espécie apresenta a enzima
arsenato redutase quando cultivada em presenca de As, 0 que potencializa a aplicacdo da
espécie na bioremocdo de As (Yamamura, ke et al., 2003).

A bioremocéo de As tem sido estudada através da reducdo respiratdria de arsenato (As
(V)) a arsenito (As (I11)) por consorcio no qual os géneros Bacillus e Clostridium estéo
presentes (Zhang, Jia et al., 2008). Outros estudos tém relacionado o género Clostridium a
remediacdo de As, atuando na reducdo de arsenato (Wilopo, Sasaki et al., 2008) e na

biotransformagéo do composto organico roxarsone (Stolz, Perera et al., 2007).
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Kim, Lee et al. (2010) utilizaram carvéo ativado contendo Bacillus sp. e Escherichia
coli “in situ” com o objetivo de adsorverem arsenato ¢ arsenito. Outros estudos tém sido
realizados com a aplicacdo de E. coli no tratamento de aguas residuérias contendo metais e
metal6ides como o arsénio. A eficacia de um filtro de bioareia alterado com adicéo de E.
coli e pregos de ferro foi testada na remocao de arsénio de dguas subterraneas, por exemplo
(Chiew, Sampson et al., 2009). No entanto, a maioria dos estudos envolvendo E. coli, estdo
relacionados ao uso de recombinantes dessa espécie. Park, Won et al. (2010), estudaram a
aplicacdo de biomassa de E. coli modificada com residuos de cloridrato polyallylamine
(HAP), um polimero quelante, na remocdo e recuperacdo de Pd (Il) de solucdo aquosa.
Saffar, Yakhchali et al. (2007) avaliaram com sucesso, 0 uso de recombinantes E. coli com
pilli modificado para adsorcdo e recuperacdo de cadmio e niquel de aguas residuérias.
Estes estudos sdo relevantes na aplicacdo de micro-organismos na area biotecnoldgica,
entretanto a utilizacdo de E. coli indigena merece maior atencdo. Ha relatos na literatura
que apontam o potencial de comunidades microbianas indigenas em processos de
biorremediacédo (Yu, Ke et al., 2005). O potencial de aplicacdo de E. coli em aplicagdes
industriais como em processos de beneficiamento e tratamentos de minerais devido a

propriedades absortivas de constituintes da parede celular tem sido avaliado.

Diante das possibilidades de aplicacdo de micro-organismos indigenas nos diversos
processos biotecnoldgicos, os ambientes naturais oferecem um amplo recurso. Estas
tecnoldgias vém ganhando destaque, pois sao mais simples, apresentam maior eficiéncia e
menor custo e a correta identificacdo e caracterizacdo dos micro-organismos envolvidos é

um passo importante neste processo.

4.3.5 Caracterizacéo dos precipitados

A Caracterizacdo dos precipitados gerados durante o cultivo do consércio | em
presenca de sulfato e arsénio foi realizado por técnica de Difracdo de Raios X. Os
espectros dos precipitados formados em presenca de As na concentracdo de 16 mg.L™
podem ser observados nas figuras 4.4 e 4.5. Os precipitados analisados diferem quanto a
utilizacdo do inéculo que no caso da figura 6, o precipitado é gerado apds cultivo

utilizando-se celulas inativadas por autoclavacao.

A analise da intensidade dos picos do espectro do precipitado formado pelo consércio |
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indica a presenca do mineral whitloquita (Ca,Mg)3(PO,).) representado por W na figura
4.4, um fosfato encontrado em sistemas bioldgicos e que tem sido relacionado a patologias
odontolégicas humanas, como caries dentéarias. Sua ocorréncia em sistemas bioldgicos €
geralmente devido a elevadas concentracfes de proteolipideos e cétions divalentes (Lagier
e Baud, 2003). A analise tanto do meio de cultivo na auséncia como na presenca de ferro
indicaram a formacdo desse mesmo composto. Por outro lado, a anélise do precipitado do
consoércio com indculo autoclavado indicou a formacdo de hematita, Fe,O3 (representado
por H na figura 4.5). Esses compostos poderiam ser originados do meio de cultivo por
precipitacdo quimica, no entanto o cultivo das amostras foi realizado nas mesmas
condicdes e a auséncia de grupos fosfatos no meio em que o indculo foi autoclavado indica

que a formacdo de fosfato pode ter origem bacteriana.

O arsenato é semelhante ao fosfato (PO,*) quanto & sua estrutura quimica. Por isso, é
possivel a entrada de arsénio no citoplasma celular através do sistema de transporte de
fosfato na membrana plasmatica. Segundo estudos sobre o protozoario Euglena gracilis
presente em drenagens acidas de minas com arsénio, a absorcdo de As (V) do meio
ocorreria por competicdo com o fosfato e entdo haveria a reducdo intracelular de As (V)
para As (1), e posterior complexacdo por ligantes tidis proteicos de baixo peso molecular

no citoplasma (Miot, Morin et al., 2009).

Algumas bactérias possuem o mecanismo de substituicdo do fosforo presente no DNA
e proteinas da célula por As. A literatura recentemente tem relatado casos de micro-
organismos que crescem na auséncia de fosforo e presenca de arsenato (Tawfik e Viola,
2011) e a formagdo de anélogos dos polinucleotideos ADP e ATP arsenilados tem sido

propostos (Németi, Regonesi et al., 2010).

Nos sistemas bioldgicos, organismos diversos, que vdo desde as bacterias e células
isoladas de invertebrados e vertebrados, sintetizam ortofosfatos de célcio. Acredita-se que
a formacdo de ortofosfatos de calcio em organismos primitivos permitem o armazenamento
e a regulacdo de elementos essenciais como calcio, fosforo e, possivelmente, de magnésio.
A morfologia dos precipitados nestes organismos (pequenos nodulos de célcio intracelular
de fosfatos amorfos, geralmente localizados na mitocdndria) supririam as necessidades de
rapida mobilizagdo e controle intracelular da concentracdo destes elementos (Dorozhkin e

Epple, 2002; Dorozhkin, 2010). Assim, a absorcdo intracelular de As ocorreria por troca
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pelo elemento fésforo que seria transportado para 0 meio extracelular (Wolfe-Simon, Blum

et al., 2010).
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Figura 4.4: Espectro de Difracdo de Raios X do precipitado gerado apés cultivo do Consércio | sob

cultivo em meio liquido contendo sulfato na concentracéo de 3 g.L™ e arsénio na concentracéo de 16 mg.L™.
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Figura 4.5: Espectro de Difracdo de Raios X do precipitado gerado apés cultivo do Consércio | em meio
liquido contendo sulfato na concentracéo de 3 g.L ™" e arsénio na concentragdo de 16 mg.L™ utilizando-se

células inativadas por autoclavagéo.

Os resultados revelam, como esperado, maior diversidade de bactérias tolerantes ao
arsénio nas amostras provenientes de contaminacGes ambientais por esse metal devido a
provavel adaptacdo histdrica desses micro-organismos ao contaminante. Os precipitados
formados sugerem o envolvimento de processos microbianos, mas esses processos ndo
podem ser comprovados pelas andlises realizadas. Foi verificada também a reducdo de
sulfato por consorcio dos identificados, sendo este um importante processo na precipitagdo

e remediacédo de areas contaminadas com arsénio.

68



4.4 REFERENCIAS

ABDEL-MONEM, M. O.; AL-ZUBEIRY, A. H.; AL-GHEETHI, A. A. Biosorption of
nickel by Pseudomonas cepacia 120S and Bacillus subtilis 117S. Water Sci Technol, v. 61,
n. 12, p. 2994-3007, 2010. ISSN  0273-1223. Disponivel  em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20555195.

ASAULENKQO, L.; PURISHCH, L.; KOZLOVA, I. Stages of biofilm formation by sulfate-
reducing bacteria. Mikrobiol Z, v. 66, n. 3, p. 72-9, 2004 May-Jun 2004. ISSN 1028-0987.
Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citatio
n&list_uids=15456221.

ASAULENKO, L. H.; ABDULINA, D. R.; PURISH, L. M. Taxonomic position of certain
representatives of sulphate-reducing corrosive microbial community. Mikrobiol Z, v. 72, n.
4, p. 3-10, 2010 Jul-Aug 2010. ISSN 1028-0987. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20812503.

AZCON, R. et al. Arbuscular mycorrhizal fungi, Bacillus cereus, and Candida
parapsilosis from a multicontaminated soil alleviate metal toxicity in plants. Microb Ecol,
v. 59, n. 4, p. 668-77, May 2010. ISSN 1432-184X. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20013261.

BALE, M. J.; MATSEN, J. M. Time-motion and cost comparison study of micro-1D, API
20E, and conventional biochemical testing in identification of Enterobacteriaceae. J Clin
Microbiol, v. 14, n. 6, p. 665-70, Dec 1981. ISSN 0095-1137. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6801085.

BARTHOLOMEW, J. W.; MITTWER, T. A simplified bacterial spore stain. Stain
Technol, v. 25, n. 3, p. 153-6, Jul 1950. ISSN 0038-9153. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15431137.

BRUNO, W. J.; SOCCI, N. D.; HALPERN, A. L. Weighted neighbor joining: a likelihood-
based approach to distance-based phylogeny reconstruction. Mol Biol Evol, v. 17, n. 1, p.
189-97, Jan 2000. ISSN 0737-4038. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10666718.

CHAMKHA, M. et al. Isolation from a shea cake digester of a tannin-tolerant Escherichia
coli strain decarboxylating p-hydroxybenzoic and vanillic acids. Curr Microbiol, v. 44, n.
5, p. 341-9, May 2002. ISSN 0343-8651. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11927985.

CHIEW, H. et al. Effect of groundwater iron and phosphate on the efficacy of arsenic
removal by iron-amended BioSand filters. Environ Sci Technol, v. 43, n. 16, p. 6295-300,
Aug 2009. ISSN 0013-936X. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19746728.

CIRIC, L. et al. Field scale molecular analysis for the monitoring of bacterial community

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20555195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=15456221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=15456221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20812503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20013261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6801085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15431137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10666718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11927985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19746728

structures during on-site diesel bioremediation. Bioresour Technol, v. 101, n. 14, p. 5235-
41, Jul 2010. ISSN 1873-2976. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20303748.

COLE, J. R. et al. The Ribosomal Database Project: improved alignments and new tools
for rRNA analysis. Nucleic Acids Res, v. 37, n. Database issue, p. D141-5, Jan 2009. ISSN
1362-4962. Disponivel em:http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/19004872.

CONAMA. Resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005: Dispde sobre a classificacdo dos
corpos de agua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as
condicOes e padrbes de langamento de efluentes, e d& outras providéncias.: DOU Diario
Oficial da Uni&o 2005.

HOLT, J. G. Bergey's of Manual Determinative Bacteriology. 9a. Baltimore: Williams &
Wilkins Co, 1994.

ICGEN, B.; HARRISON, S. Identification of population dynamics in sulfate-reducing
consortia on exposure to sulfate. Res Microbiol, v. 157, n. 10, p. 922-7, Dec 2006. ISSN
0923-2508. Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17008063.

JONG, T.; PARRY, D. Removal of sulfate and heavy metals by sulfate reducing bacteria in
short-term bench scale upflow anaerobic packed bed reactor runs. Water Research, p.
3379-3389, AUG 2003. ISSN 0043-1354.

KIM, H. C. et al. Arsenic removal from water using iron-impregnated granular activated
carbon in the presence of bacteria. J Environ Sci Health A Tox Hazard Subst Environ Eng,
v. 45 n. 2, p. 177-82, 2010. ISSN  1532-4117. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20390857.

KOLMERT, A.; WIKSTROM, P.; HALLBERG, K. B. A fast and simple turbidimetric
method for the determination of sulfate in sulfate-reducing bacterial cultures. J Microbiol
Methods, v. 41, n. 3, p. 179-84, Aug 2000. ISSN 0167-7012. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10958962.

LAGIER, R.; BAUD, C. A. Magnesium whitlockite, a calcium phosphate crystal of special
interest in pathology. Pathol Res Pract, v. 199, n. 5, p. 329-35, 2003. ISSN 0344-0338.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12908523.

LANE, D. J. 16S/23S rRNA sequencing. In: (Ed.). Nucleic Acid Techniques in Bacterial
Systematics. (Stackebrandt, E. and Goodfellow, M., Eds.). New York: Wiley, John and
Sons Chichester, 1991. p.115-175.

LIAMLEAM, W.; ANNACHHATRE, A. P. Electron donors for biological sulfate
reduction. Biotechnol Adv, v. 25, n. 5, p. 452-63, 2007 Sep-Oct 2007. ISSN 0734-9750.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17572039.

MARTINS, M. et al. Mechanism of uranium (V1) removal by two anaerobic bacterial
communities. J Hazard Mater, v. 184, n. 1-3, p. 89-96, Dec 2010. ISSN 1873-3336.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20832165.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20303748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19004872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17008063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20390857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10958962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12908523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17572039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20832165

MIQOT, J. et al. Speciation of arsenic in Euglena gracilis cells exposed to As (V). Environ
Sci Technol, v. 43, n. 9, p. 3315-21, May 2009. ISSN 0013-936X. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19534152.

MOORE, E. et al. Simplified protocols for the preparation of genomic DNA from bacterial
cultures. In: (Ed.). Molecular Microbial Ecology Manual. 2% Netherlands: Kluwer
Academic Publichers, 2004.

MUYZER, G.; DE WAAL, E. C.; UITTERLINDEN, A. G. Profiling of complex microbial
populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain
reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Appl Environ Microbiol, v. 59, n. 3, p.
695-700, Mar 1993. ISSN 0099-2240. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7683183.

NEMETI, B. et al. Polynucleotide phosphorylase and mitochondrial ATP synthase
mediate reduction of arsenate to the more toxic arsenite by forming arsenylated analogues
of ADP and ATP. Toxicol Sci, v. 117, n. 2, p. 270-81, Oct 2010. ISSN 1096-0929.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20457661.

PAOLONI, J. D. etal. Arsenic in water resources of the southern pampa plains, Argentina.
J Environ Public Health, v. 2009, p. 216470, 2009. ISSN 1687-9813. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19936127.

PARK, J. et al. Recovery of Pd(ll) from hydrochloric solution using polyallylamine
hydrochloride-modified Escherichia coli biomass. J Hazard Mater, v. 181, n. 1-3, p. 794-
800, Sep 2010. ISSN 1873-3336. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20554390.

PATRICIO, I. C. et al. Biochemical and molecular characterization of sulfate reducing
enterobacteraceae strains isolated from the Concei¢do River, Caraca Valley, in Minas
Gerais, Brazil. Journal of Basic Microbiology, 2011.

PESSOA, G. V. A;; SILVA, E. A. M. Meios de Rugai e lisina-motilidade combinados em
um so tubo para a identificacdo presuntiva de enterobactérias. Revista Instituto Adolfo Lutz,
v. 32, p. 97-100, 1972.

QIU, R. et al. Sulfate reduction and copper precipitation by a Citrobacter sp. isolated from
a mining area. J Hazard Mater, v. 164, n. 2-3, p. 1310-5, May 2009. ISSN 1873-3336.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18977087.

SAFFAR, B.; YAKHCHALLI, B.; ARBABI, M. Development of a bacterial surface display
of hexahistidine peptide using CS3 pili for bioaccumulation of heavy metals. Curr
Microbiol, v. 55, n. 4, p. 273-7, Oct 2007. ISSN 0343-8651.

SMEDLEY, P. L.; KINNIBURGH, D. G. A review of the source, behaviour and
distribution of arsenic in natural waters. Applied Geochemistry, v. 17, n. 5, p. 517-568,
2002. ISSN 0883-2927. Disponivel em:
http://www.sciencedirect.com/science/article/B6VDG-451NHVT-

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19534152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7683183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20457661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19936127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20554390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18977087
http://www.sciencedirect.com/science/article/B6VDG-451NHVT-1/2/6d9041b1155f159d082715c84b79a57f

1/2/6d9041b1155f159d082715c84b79a57f.

STOLZ, J. F. et al. Biotransformation of 3-Nitro-4-hydroxybenzene Arsonic Acid
(Roxarsone) and Release of Inorganic Arsenic by Clostridium Species. Environmental
Science & Technology, v. 41, n. 3, p. 818-823, 2007. ISSN 0013-936X. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1021/es061802i.

TAWEFIK, D. S.; VIOLA, R. E. Arsenate replacing phosphate: alternative life chemistries
and ion promiscuity. Biochemistry, v. 50, n. 7, p. 1128-34, Feb 2011. ISSN 1520-4995.
Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21214261.

VELASQUEZ, L.; DUSSAN, J. Biosorption and bioaccumulation of heavy metals on dead
and living biomass of Bacillus sphaericus. J Hazard Mater, v. 167, n. 1-3, p. 713-6, Aug
2009. ISSN 1873-3336. Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19201532.

VOLESKY, B. Biosorption and me. Water Res, v. 41, n. 18, p. 4017-29, Oct 2007. ISSN
0043-1354. Disponivel em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17632204.

WIERINGA, E. B.; OVERMANN, J.; CYPIONKA, H. Detection of abundant sulphate-
reducing bacteria in marine oxic sediment layers by a combined cultivation and molecular
approach. Environ Microbiol, v. 2, n. 4, p. 417-27, Aug 2000. ISSN 1462-2912. Disponivel
em:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11234930.

WILOPO, W.; SASAKI, K.; HIRAJIMA, T. Identification of Sulfate- and Arsenate-
Reducing Bacteria in Sheep Manure as Permeable Reactive Materials after Arsenic
Immobilization in Groundwater. Materials Transactions, p. 2275-2282, OCT 2008. ISSN
1345-9678.

WOLFE-SIMON, F. et al. A Bacterium That Can Grow by Using Arsenic Instead of
Phosphorus. ~ Science, Dec  2010. ISSN  1095-9203.  Disponivel  em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21127214.

YAMAMURA, S.; IKE, M.; FUJITA, M. Dissimilatory arsenate reduction by a facultative
anaerobe, Bacillus sp strain SF-1. Journal of Bioscience and Bioengineering, p. 454-460,
NOV 2003. ISSN 1389-1723.

YU, S. H. et al. Degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by a bacterial
consortium enriched from mangrove sediments. Environ Int, v. 31, n. 2, p. 149-54, Feb
2005. ISSN 0160-4120. Disponivel em:http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/15661275

ZHANG, X. et al. Phylogenetic analysis and arsenate reduction effect of the arsenic-

reducing bacteria enriched from contaminated soils at an abandoned smelter site. Journal of
Environmental Sciences-China, p. 1501-1507,2008. ISSN 1001-0742.

72


http://dx.doi.org/10.1021/es061802i
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21214261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19201532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17632204
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11234930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21127214

CAPITULO V- CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Conclusoes

Neste trabalho foi investigada a hipotese de aplicacdo biotecnolégica de consorcios
bacterianos na remocédo de metais, com foco no arsénio, de efluentes. O meio Postgate B,
utilizado para o enriquecimento e manutencdo dos cultivos, foi eficiente ao selecionar
bactérias com étima tolerancia ao arsénio, sendo que o consorcio | apresentou nivel de
tolerancia cerca de 64 vezes maior que o valor limite maximo permitido pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente CONAMA (0,5 mgAs.L™).

N&o foi possivel a identificacdo das bactérias presentes nos consorcios atraves do
sequenciamento a partir do DNA presente nas bandas obtidas pelos experimentos de
PCR/DGGE. Foram realizados varios experimentos e apos reamplificar o DNA presente
nas bandas e aplica-las em um novo experimento de DGGE, as mesmas eram perdidas.
Este problema indica a necessidade de padronizacdo da técnica de analise de DGGE para 0
tipo de amostra estudada. Nao foi possivel identificar com precisdo o motivo levou a
inibicdo da amplificacdo das bandas, mas foi possivel observar, em todos os géis
estudados, que nas amostras contendo As, as bandas eram mais evidentes. Apesar dos
problemas, esta técnica € muito Gtil na area de ecologia microbiana molecular e mostrou-
se muito eficiente para o estudo da dindmica e estrutura das populagdes dos consorcios
estudados.

A caracterizacdo morfoldgica e bioguimica dos isolados obtidos a partir do Consércio
| evidenciou a diversificagdo dos mesmos e indicou sua capacidade de adaptacdo as
condicdes adversas do cultivo. Tais micro-organismos foram capazes de utilizar varios
compostos organicos como substratos e apresentaram resisténcia variavel a oxigenagédo do
meio, caracteristicas que podem ser Uteis em processos de biorremediacdo. Além disso, a
partir da caracterizacdo morfologica e metabolica foi possivel a identificacdo dos mesmos.
Aliado a isso, as anélises de biologia molecular confirmaram a identificacdo por métodos
de microbiologia classica, sendo uma metodologia mais segura. Foram identificados os

seguintes organismos: Escherichia coli, Clostridium sp e Bacillus sp..
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O consércio | apresentou altas percentuais de remocao de sulfato, sendo capaz de
remover cerca de 93% do sulfato contido no meio e foi ainda capaz de elevar o pH do
meio de 5,4 a neutralidade. Estes resultados corroboram com os descritos na literatura e
apontam para a utilizagdo deste consorcio no tratamento de efluentes acidos contendo
sulfato e metais, visto que o As e outros elementos podem ser imobilizados no ambiente e
em processos de tratamento na forma de seus respectivos sulfetos gerados em

consequencia da reacdo com o H,S produzido ap6s redugdo do sulfato.

A analise do precipitado formado pelo Consorcio | indica a presenca do mineral
whitloquita (Whitlockite) (Ca,MQ@)3(PQ,),) sugerindo a hipdtese de formacdo bacteriana
deste composto (biomineralizagdo) que pode estar relacionada a mecanismos de
substituicdo do fosforo pelo arsénio na célula ou como forma de armazenamento para a
regulacdo de elementos essenciais pelas bactérias. Sdo necessarios, no entanto, mais
estudos de caracterizacdo quimica dos precipitados formados para que seja confirmada esta
hipotese.

5.2 Sugestdes de trabalhos futuros

o Realizar analises quimicas dos precipitados formados pelas bactérias cultivadas em
presenca de arsénio;

e Determinar e avaliar as cinéticas de biossorcao para 0s consorcios estudados;

e Estudar a acumulacao de arsénio na biomassa bacteriana do consércio I, bem como
sua recuperacao e seu fator de concentracdo em solugdo dessorvente;

e Avaliar o comportamento da biomassa bacteriana do consoércio | e 0s mecanismos
de interacdo metal-biomassa: identificacdo, por diversas técnicas, principalmente,
espectroscopicas e microscopicas. Identificar sitios ligantes da biomassa que estdo
envolvidos na biossorcao de arsénio e as formas pelas quais a realizam.

e Estudar o papel de grupos fosfatos na retencéo de metais.
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CAPITULO VI- ANEXOS

ANEXO 1- Protocolos de Biologia Molecular

Tampéo PBS (Phosphate Buffered Saline) Tampao Fosfato Salino

1- Centrifugar a amostra em tubos falcon de 15 ml por 15 min a 15000 rpm;

2- Descartar o liquido resultante da centrifugacéo;

3- Adicionar aproximadamente 14 ml de Tampao PBS 1X em cada tubo, completando
0 volume do mesmo;

4- Homogeneizar as amostras em vortex;

5- Centrifugar por 15 min a 15000 rpm;

6- Descartar o liquido resultante;

7- Coletar a amostra e preservar a seco em papel aluminio a -20 °C;
Protocolo de Extracdo de DNA Fenol/Cloroférmio/Beads
Esse protocolo é baseado em metodologia segundo Griffiths, et al. 2000.
S&o necessarios:
0,5 g de amostra;
0,5g de pérolas de vidro;
10ul de solugéo de SDS (dodecilsulfato de sodio);

0,3 ml de solucdo de fenol, clorofomio, alcool isoamilico na respectiva proporcéo
(24:24:1);

0,3 ml de solu¢do Tampdo PBS 1X + PVPP.
O procedimento de extracdo consiste nas seguintes etapas:

1- Promover 2 agitagOes de 30 segundos no vortex, com amostras imersas no gelo no

intervalo entre agitacoes.
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N
1

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 15 °C .

w
1

Transferir sobrenadante para novo tubo; armazenar.

AN
1

Adicionar igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e misturar bem

(agitar manualmente).

a1
1

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 15 °C .

(@)
1

Transferir sobrenadante para novo tubo.

\l
1

Precipitar o sobrenadante nas seguintes solugdes com propor¢do de acordo com o
volume do sobrenadante: 0,1V de Acetato de sddio e 2V de etanol 100%.

8- Incubar as amostras por 1 hora no congelador.

9

10- Descartar sobrenadante e lavar em 200ul etanol 70%.

Centrifugar por 10 minutos a 14000 rpm a 15 °C .

11- Centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm a 15 °C .
12- Descartar sobrenadante e secar o pellet.

13- Ressuspender em 50ul de Tampao Tris 10mM.
Protocolo de Extracdo de DNA do KIT Power Soil (MoBio)

1- Adicionar 0,5 g de amostra no tubo contendo Beads (Bead Solution).

2- Agitar no vortex (“gentilmente”).

3- Adicionar 60ul da solucgdo 1 (SI) e agitar no vortex gentilmente.

4- Adicionar 200ul de solucéo IRS.

5- Colocar o tubo horizontalmente no vértex preso com fita adesiva e agitar no
méaximo por 10 minutos.

6- Centrifugar a 100009 por 30 segundos.

7- Transferir o sobrenadante para um novo tubo.

8- Adicionar 500ul de solucéo 2 (S2) e agitar por 5 minutos no vortex.

9- Incubar em geladeira a 4 graus por 5 minutos.

10- Centrifugar a 10000 g por 1 minuto.

11- Transferir sobrenadante para novo tubo.

12- Adicionar 1,3ml da solucéo 3 (S3) e agitar no vortex por 5 segundos.

13- Adicionar 700ul no spin filter e centrifugar a 10000g por 1 minuto.

14- Descartar o filtrado e adicionar o restante. Repetir este passo 3 vezes.

15- Adicionar 300ul da solucéo 4 (S4) e centrifugar a 100009 por 30 segundos.
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16- Descartar o filtrado e centrifugar novamente a 10000g por 1 minuto.
17- Transferir a coluna para novo tubo.
18- Adicionar 50ul da solugdo 5 (S5) no filtro e centrifugar por 30 segundos.

19- Descartar o filtro.
Extracdo de DNA de culturas puras por Lise Térmica

Esse protocolo foi utilizado para obtencdo do DNA gendmico a partir de colbnias
isoladas e consiste basicamente em promover a transferéncia de quatro a cinco colonias
para microtubos de 2mL contendo 100uL de agua ultra pura. Agitar o tubo em agitador
para ressuspender as células e entdo manter a suspensdo de colénias em banho-maria a
97°C, por dez minutos. Em seguida, centrifugar por 10 minutos, a 15.000g (12000 rpm).

Transferir o sobrenadante com DNA genémico para um novo microtubo.

Preparo das Solucdes

1.5.1 Tampéo PBS 1X
130 mM NaCl (7,6 g.L™;
10 mM Na2HPO4.12H20 (3,58 g.L™Y);
3 mM NaH2PO4.H20 (0,46 g.L™);

Dissolver os reagentes em agua milli Q. Apos ajustar o pH para 7,2 com NaOH ou

HCI, esterilizar em autoclave a 120°C por 20 minutos. Estocar em geladeira a 4 °C.

1.5.2 TAE 50X— Tampéo de corrida eletroforética

Adicionar 121 g de Tris Base; 28,55 mL de Acido Acético Glacial; 50 mL de EDTA
0,5 M e completar o volume para 500 mL com agua milli Q. Acertar o pH para 7,5. Para o
preparo do TAE 0,5X, basta diluir o TAE 50X em agua milli Q.

1.5.3 Solugdes para 0 DGGE
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Solucdo de Acrilamida-Bisacrilamida 30%

Pesar 58 g de acrilamida e 2 g de bisacrilamida e transfeir a um béquer. Adicionar agua
milli Q sob agitacdo a 37°C até a completa dissolucédo dos reagentes. Acertar o volume para

200 mL com agua milli Q.
Solucdo 0% Desnaturante

Em um béquer, colocar 1 mL de TAE 50X, pH 7,4 e 40 mL de solucdo acrilamida-

bisacrilamida 30%. Completar o volume para 200 mL com agua milli Q.
Solucao 80% Desnaturante

Em um béquer, colocar 1 mL de TAE 50X, pH 7,4; 40 mL de solucdo acrilamida-
bisacrilamida 30%. Adicionar 67,6 g de uréia e 64 mL de formamida. Completar o volume

para 200 mL com agua milli Q. Manter sob agitacao até completa dissolucao.
Preparo de Gradiente 30% — 70%

Para gradiente 30% - 7,5 mL de solucdo 0%, 4,5 mL de solugdo 80%, 80 uL de APS
(persulfato de amonio) e 5 uL de TEMED.

Para gradiente 70% - 1,5 mL de solucdo 0%, 10,5 mL de solucdo 80%, 80 uL de APS
(persulfato de amonio) e 5 uL de TEMED.

Stacking Gel — 5 mL de solugdo 0%, 50 uL de APS e 5 uL de TEMED.

ANEXO 2- Meios utilizados na Identificacdo Bioquimica

2.1 Fermentacdo de glicose e lactose
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Algumas bactérias sdo capazes de hidrolisar os carboidratos (dissacarideos até glicose)
e metabolizar a glicose até acidos (com ou sem liberacdo de gas) e/ou alcoois. O
carboidrato é fermentado e pode ser transformado nos seguintes compostos: glicose e esta a
acido piravico > &cidos > alcoois e gases. O meio de cultura utilizado contém: &gua
peptonada e o carboidrato a ser utilizado. Neste caso foi utilizado glicose e lactose. Nos
tubos com meio sdo adicionados um tubo de Durhan. A fermentacdo indica se houve
producdo de &cidos (viragem da cor do meio de vermelho para amarelo) com ou sem

producdo de gés (formacdo de bolha no interior do tubo de Durhan).

2.2 Agua peptonada (carboidratos)

Peptona ------------------- e 109
Cloreto de s0di0 -----------=----m-m-mmmmmmmommeeem --------5¢
Fosfato dipotassiCO -------------=-m-mmmmmmmmmm oo 0,309
Vermelho de fenol --------------=-—momomm e 0,0018 g
Glicose ou Lactose -------=-=-=mmmmmmmmmmmmommme oo 59
Agua destilada -=-=---===mnnmmmmmmmmm e 1000 ml

Para o preparo de 1L de meio, os reagentes foram dissolvidos em 1000 ml de agua
destilada. Agueceu se a solucdo até o ponto de ebulicdo e apos o resfriamento ajustou-se o
pH em 8,4 a 8,5. A solucdo foi distribuida em tubos de ensaio de 13 x 100 mm e

autoclavados a 120°C por 20 minutos.

2.3 Meio SIM

A decomposicdo de proteinas (liberacdo de aminoécidos) produz substancias puatridas
que exalam mal cheiro como: H,S, Indol e escatol, etc. O meio de cultura utilizado é
denominado Meio SIM (S=sulfeto; I=indol; M=motilidade) e sua composicdo: peptona
(proteina que serve como fonte de triptofano e cistina), sal de metal pesado (sal de ferro ou

chumbo), 4gua e agar.
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A producéo de H,S € devida a degradacdo da cistina, aminoacido que contém enxofre.
O H.S liberado no meio de cultura liga-se ao sal de ferro ou chumbo, dando como
resultado um precipitado de cor negra. O resultado negativo ndo ha producéo de coloragdo

no meio.

A degradacdo do triptofano ocorre pela Triptofano triptofanase a 4c. piravico utilizado
pelo metabolismo da bactéria e indol. Para a prova de Indol é adicionado ap6s incubacéo,
de 3 a 5 gotas do reativo de Kovacs (solucdo de paradimetilaminobenzaldeido). Se houver
liberacdo de indol, formar-se-4 um anel vermelho (composto denominado rosindol).
Resultado: - Indol positivo: anel vermelho, Indol negativo: ndo utilizacdo do triptofano.

Presenca de anel amarelo (cor do reativo de Kovacs).

A motililidade é observada pelo crescimento difuso até o final do tubo de meio.

Meio Agar SIM

Peptona de caseina ------------------=-=--m-m oo 209
Peptona de carne ---------=-=-==m=mmmmmmmmmmm oo 6,19
Sulfato de ferro e amonio -----------=-=-=-=mmmmomommmemeee- 0,29
Tiossulfato de sO0di0 ---------=-===mmmmmmmm oo 0,29
AQAr === e 3,50

Para o preparo de 1 L de meio, foram dissolvidas 30 gramas do meio "Agar SIM" em
1000 ml de agua destilada. A solugéo foi aquecida até a completa dissolucéo dos reagentes.
Ajustou-se o pH para 7,3. Apos a esterilizacdo em autoclave a 120° por 20 minutos, 0 meio

foi distribuido em tubos de ensaio de 13 x 100 mm.

2.4 Citrato de Simmons

O meio citrato indica a utilizagédo de citrato como Unica fonte de carbono pelos s. Estes
possuem citrato permease e enzima citratase. Fazem-se estrias sobre a superficie do Agar

com um inéculo escasso. A producdo de uma cor azul no meio, apds 24 horas de incubacéo
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a 37°C, indica a presenca de produtos alcalinos e indica a reacdo como positiva. A reagédo

negativa € evidenciada pela continuidade da coloracao verde do meio.

A seguir, segue a composicdo e preparacdo do meio Citrato de Simmons (Simmons
Citrate Agar) — DIFCO segundo fabricante.

Composicdo: Formulagdo (g.L™) - pH final: 6,8

Sulfato de magnésio..........cocevevereiiesiiiseeeeee e 0,20
Fosfato de amonio MONOASICO. ..........ccoerverreeriennennn 1,00
Fosfato dipOtaSSICO.......ccvveiveieieieee e 1,00
Citrato de SOUI0........ccvevriirieieisieeieee s 2,00
Cloreto de SOAI0.........oevveeeiiiie e 5,00
AN i 15,00
Azul de bromotimol ... 0,08

Para preparar o meio, foi diluido 22g de meio Agar citrato em 1000 ml de agua
destilada e levados a fervura para dissolucdo completa, em seguida o meio foi distribuido
em tubos de vidro de 12 X 100 mm e esterilizado a 120°C por 20 minutos. Apés a

esterilizacdo os tubos sdo deixados em posicdo inclinada até completa solidificacéo.
2.5 Prova de degradacdo de Uréia

Esta prova consiste na hidrolise da uréia pelos s que possuem a enzima uréase. Nesta
reacdo ha liberacdo de amdnia, o que torna o meio alcalino. A producéo de uma coloragédo
vermelho-rosada é devido a presenca do indicador de pH vermelho de fenol. Nos casos em

que ndo ha reacdo o meio permanece amarelo.
Meio Agar de uréia de Christensen

Meio Base

81



Peptona de carne ---------=-=-=-=mmmemmmemm oo 109

D (+) glicose --------- s 109
Cloreto de s0di0 ------------=-==-=--mmmommome- --------50¢
Potassio dihidronofosfato -------------------------memnmem--- 2009
Vermelho de fenol -----------=---mmmmrm - 0,012 ¢
Al = 12 g
Aditivo

Ur@ia -----m-mm e e oo 209

Para o preparo de 1 L de meio foram dissolvidas 21 gramas do meio "™Agar Uréia de
Christensen™ desidratado em 1000 ml de &gua destilada. Para a completa dissolucdo é
necessario hidratar por cerca de 10 minutos e aquecer agitando 0 meio até o ponto de
ebulicdo. O pH da solucédo € ajustado a 6,8 e entdo esterilizado em autoclave a 120°C por
20 minutos. Apos o resfriamento do meio base a 45°C, este foi incorporado a 50 ml de
solucdo (esterilizada por filtracdo) de uréeia a 40%. A solucdo foi distribuida em tubos de
ensaio de 13 x 100mm. O meio foi resfriado até a solidificacdo em posicédo inclinada.

ANEXO 3- Experimento para dosagem de reducéo de sulfato

3.1 Curva padréo de sulfato

82



2,5
2 -
8
S 1,5 -
«T
2
2
Qo 14
<
y = 0,0031x + 0,5232
0,5 1 R? = 0,9114
0 T T T T T T s
0 100 200 300 400 500 600 700

Concentracéo de Sulfato (mg/L)

4.1 Solucéo condicionante (1 L de solugéo):

HCI concentrado (37%)--------- 60 Ml
Alcool etilico (95%)------------- 200 mL
NaCl-------mmmm oo 150 g
Glicerol --------------m-mmmeee- 100 mL
Agua destilada------------------- 540,5 mL
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