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Resumo

A presenca de arsénio (As) em efluentes industriais e em aguas de consumo representa um
grande risco aos organismos vivos. A remoc¢do desse metalGide é realizada usualmente por
meio de processos fisico-quimicos e mais raramente por processos biologicos. Neste
trabalho, foi empregada uma metodologia bioldgica alternativa baseada no cultivo de
bactérias redutoras de sulfato (BRS), foi testado também um material residual de baixo
custo ainda pouco explorado, o pé comercial de penas de galinha. Tal material foi avaliado
quanto ao seu potencial em ser utilizado simultaneamente como fonte de matéria organica
para o crescimento de BRS e material suporte sélido para imobilizagdo de arsénio
trivalente (As®*). Os experimentos em batelada e em condigdes semi-continuas
compararam a eficiéncia de remocdo de sulfato e As®* na presenca de dois substratos
organicos distintos: lactato de sédio e/ou p6 de penas de galinha. Em batelada, a remogéo
de As®* aumentou consideravelmente quando o pé de penas foi acrescido ao sistema, de
38% para aproximadamente 80%, com concentracéo inicial de 4mg.L™. A condic&o semi-
continua foi testada utilizando um reator de fluxo ascendente, operado por 202 dias, no
qual se obteve remocdo de sulfato e As®* de aproximadamente 84% e 98%,
respectivamente; sendo a concentragdo inicial de sulfato de 2000mg.L™. Foram testadas
duas concentracdes iniciais de As, 4 e 8mg.L™. Na condic&o em batelada, na presenca do
p6 de penas, a remocdo de As®* ndo foi fortemente relacionada & remogdo de sulfato,
comprovando a participacdo ativa do material residual na imobilizacdo do metaldide. O
presente estudo demonstra que o po comercial de penas de galinha é um material
interessante do ponto de vista de cultivo de BRS visando & remocéo de As®*" em condicdes
redutoras, dispensando a usual necessidade da presenca de um agente oxidante forte que
promova a oxidacdo prévia das espécies trivalentes de arsénio a fim de garantir sua

remocao da fase liquida.
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Abstract

The presence of arsenic (As) in industrial wastewater and in drinking water represents a
major risk to living organisms. Removal of this metalloid is usually carried out through
chemical processes and more rarely by biological processes. In this work we employed an
alternative approach based on the cultivation of sulfate-reducing bacteria (SRB) using
different carbon sources. A relatively unusual and low cost waste material was also tested
during the experiments, the powdered chicken feathers. This material was evaluated
according to its potential to be used as organic material source and/or as a solid material to
guarantee the immobilization of trivalent arsenic species (As**). The batch and semi-
continuous experiments were done in order to compare the efficiencies of sulfate and
arsenite removal in the presence of two different organic substrates (sodium lactate and/or
powdered chicken feathers). The As®* removal obtained during batch experiments
increased considerably when the powdered chicken feathers were added to the system,
from 38% to 80%, approximately. The semi-continuous experiments were done using an
up flow reactor, operated during 202 days. The observed sulfate and As** removal were
approximately 84% and 98%, respectively. In batch conditions, and in the presence of
powder feathers, removal of As®* was not strongly related to the removal of sulfate thus
demonstrating the active participation of the waste material in the immobilization of the
metalloid. The present study demonstrates that the powdered chicken feathers is an
interesting material for improving SRB growthing and sulfate removal in the presence of
arsenic trivalent ions under reducing conditions. The experimental approach for arsenic
removal here described do not require the use of a strong oxidizing agent to promote the
oxidation of the trivalent arsenic species in order to ensure removal of the liquid phase.

vii



1. Introducao

O crescimento da atividade industrial observado nas ultimas décadas trouxe como
consequéncia 0 aumento na geracdo de residuos e uma maior preocupacdo com a
interferéncia que os mesmos podem causar ao ambiente se descartados de forma incorreta.
A legislacdo brasileira € responsavel por orientar agdes que devem ser tomadas em relacéo
ao descarte e tratamento de residuos, porém o impasse entre a lei e seu cumprimento ainda
é preocupante. E de fundamental importancia que os residuos sélidos e efluentes
industriais, agricolas, ou domésticos, tenham um tratamento adequado antes de serem
descartados nos corpos hidricos ou nos solos.

Tanto residuos gerados de forma natural quanto antropogénica, contém uma série
de compostos que podem ser bastante danosos ao ambiente e ao seres vivos (Latif et al.,
2011). Os metais, por exemplo, estdo presentes em efluentes de inddstrias metalurgicas, de
producdo de corantes e tintas, galvanoplastia, producdo de baterias e pilhas, em Drenagem
Acida de Mina (DAM), entre outros.

A DAM ¢é um tipo de residuo liquido gerada naturalmente, quando minerais
sulfetados presentes em residuos de mineracdo sdo oxidados em presenca de agua. Esta
solucdo age como agente lixiviante dos minerais presentes no residuo produzindo um
percolado rico em metais dissolvidos, e sulfato (Neculita et al., 2007). Quando o mineral
lixiviado é a arsenopirita, por exemplo, ha a formacdo de um percolado rico em sulfato e
arsénio, um metaldide bastante tdxico mesmo em baixas concentracdes (na ordem de ppm).

O arsénio é considerado bastante toxico aos organismos vivos, uma gue vez que,
ao ser absorvido, a maior parte dos compostos contendo arsénio, sejam eles orgéanicos ou
inorganicos, acaba sendo convertida ao triéxido de arsénio, o qual reage muito rapidamente
com os grupos sulfidrilas (-SH) de proteinas, inibindo a a¢do de enzimas que contenham
estes grupamentos em seus sitios ativos e bloqueando a respiracdo celular (Tsalev e
Zaprianov, 1985).

A remogdo de sulfato contido em efluentes pode ser obtida tanto fisica e
guimicamente, quanto biologicamente por micro-organismos capazes de reduzir o sulfato
presente no efluente em sulfeto. Nesse sentido, sdo reconhecidas as Bactérias Redutoras de
Sulfato (BRS) como o grupo microbiano empregado nesse tipo de tratamento bioldgico de
efluentes (Upadhyaya et al., 2010; Teclu et al., 2009; Muyzer et al., 2008).

A remocdo de arsénio em aguas contaminadas se d&, principalmente, pela

conversdo do arsénio solivel numa fase insoltvel. Alguns métodos fisico-quimicos sdo
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utilizados, como a adsorgdo de espécies de arsénio em Oxido-hidroxidos de ferro ou
aluminio, troca ibnica e osmose reversa (Greenleaf, et al., 2006; Badruzzaman, et al.,
2004; Ning, 2002). Contudo, a utilizacdo de BRS nesse tipo de tratamento pode ser uma
alternativa muito eficaz, uma vez que a reacao entre o sulfeto e o metal (metal6ide) soltvel
produz um composto (sulfeto metélico) que possui uma solubilidade muito baixa se
comparada aos oxido-hidroxidos metalicos. Além disso, o sulfeto metalico € um composto
bastante estavel, sendo uma forma mais segura de imobilizacdo de um metal ou metaldide
(Lens et al., 2007).

Para o0 sucesso do tratamento bioldgico de efluentes utilizando as BRS, a escolha
do substrato organico necessario para o cultivo desses micro-organismos € determinante. A
natureza do substrato organico e sua concentracdo devem ser levadas em consideracéo
(Barbosa, 2009; Velasco et al., 2008). Com isso, o0 substrato organico utilizado pode
representar um custo elevado ao processo. A escolha de materiais que muitas vezes sao
considerados residuos de outros processos industriais, como substrato orgénico para o
cultivo de BRS, pode ser uma boa alternativa para diminuir os custos do processo.

Alguns matérias como melacgo (Teclu et al., 2009), vinhaca (Martins et al., 2009),
residuo da industria de queijo (Costa e Duarte, 2005) foram avaliados como substrato
organico para o cultivo de BRS, representando alternativas de interesse econdémico. A
busca de materiais alternativos para o cultivo de BRS € de suma importancia para a
viabilidade desse tipo de processo. Esse trabalho avalia o pd de penas comercial como um
possivel substrato organico para o cultivo de BRS, além disso, foi analisada a influéncia

desse material na remocéo de As®*" presente em solucéo.



2.

Objetivos

O presente trabalho objetivou obter uma cultura mista de BRS capaz de remover

sulfato e arsénio trivalente (As®*") de um efluente sintético (meio de cultura acrescido de

arsenito de sodio). A possivel utilizacdo de um material residual abundante e pouco

utilizado, o p6 comercial de penas e visceras de galinha foi avaliada. Sua possibilidade de

uso tanto como suporte sélido, para o crescimento das BRS, como fonte de nutrientes, foi

analisada e esse composto foi comparado com o lactato de sddio como fonte de carbono.

Foi também avaliada a influéncia do pé de penas no processo de imobilizacdo do As**.

Como objetivos especificos podem ser destacados:

Selecionar uma cultura mista de micro-organismos capaz de crescer e consumir
sulfato em meio de cultivo especifico para crescimento de BRS (Postgate C
Modificado) com lactato de sddio e/ou p6 de penas como substrato organico.
Caracterizar o material p6 de penas quanto a composicéo fisico-quimica e organica.
Avaliar a eficiéncia de remocdo de sulfato pelas cepas cultivadas nos substratos
organicos estudados sob diferentes condicGes de cultivo.

Determinar uma concentracdo de substrato organico ideal para o processo de
reducdo de sulfato e utilizar essa condi¢do para a analise da imobilizacdo de As3+
em meio sintético.

Comparar a eficiéncia na remocdo de sulfato na presenca e auséncia de As®*
utilizando lactato de so6dio e/ou p6 de penas.

Utilizar as melhores condicBes de cultivo em batelada e compara-las as condi¢des

semi-continuas, utilizando um mini-reator.



3. Revisdo Bibliogréafica

3.1 Residuos liquidos e legislacdo brasileira

E recente a preocupacdo dos 6rgdos publicos em relacdo ao descarte de residuos
com alto poder poluidor, principalmente quando esses residuos tém como destino os
corpos hidricos. Em 1934, foi publicado o primeiro decreto (Decreto 24.643, Codigo das
Aguas) que tenta, de forma ainda timida, dar suporte as questdes ambientais. Somente em
1960 foi publicado o primeiro decreto brasileiro (Decreto 49.974-A, Cdodigo Nacional de
Saude) que trata de forma mais especifica sobre a poluicdo das aguas, classificando-as de
acordo com seus usos preponderantes (Von Sperling, 1998). Desde entdo, a legislacéo
brasileira tem melhorado de forma significativa, mas ainda vemos o impasse entre a lei e
seu cumprimento. De 2005 a 2011 a resolugdo CONAMA/357 direcionou sobre os padrdes
de lancamento dos efluentes liquidos no Brasil e classificou 0s corpos de dgua de acordo
com sua utilizagdo. Em marco de 2011 foi publicada a resolugdo CONAMA n° 430, que
alterou alguns parametros da resolucdo CONAMA anterior (357/2005) e passa a ser a
vigente. Também em 2011 foi publicada a portaria n°® 2914, que dispde sobre o0s
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e
seu padrdo de potabilidade.

Nas ultimas décadas, com o aumento da atividade industrial, cresce também a
preocupacdo com o destino dos residuos produzidos neste setor. O efluente industrial pode
ser gerado durante os processos de producéo industrial, ou ainda nas etapas de lavagem de
patio, maquinas, tubulac@es; assim, o efluente gerado podera conter uma diversidade muito
grande em relacdo ao tipo de agente poluidor, dependendo, principalmente do tipo de
produto formado pela industria (Von Sperling, 2005). Os agentes poluidores podem,
portanto, ser (i) de natureza organica, como lipideos e proteinas, encontrados em efluentes
de industrias de laticinios, matadouros, suinoculturas; pesticidas e herbicidas, utilizados na
agricultura; ou (ii) de natureza inorganica, sendo alguns metais e 0s metais pesados
considerados como 0s mais danosos ao ambiente; tais compostos estdo presentes em
efluentes de indUstrias metaldrgicas, de produgéo de corantes e tintas, producdo de baterias
e pilhas, na drenagem acida de mina, entre outros.

Além dos metais pesados, outro agente poluidor inorganico comum em efluentes
industriais é o fon sulfato (SO,%), e este pode estar associado a presencga de metais pesados

em alguns efluentes industriais. O sulfato esta presente em aguas residuarias geradas por
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indUstrias de galvanoplastia, refino de petroleo, producdo de papel e celulose, e por
drenagens acidas de mina (DAM), dentre outras. As DAM’s contém tanto sulfato como
metais pesados, e constituem um grande problema ambiental vinculado a extracdo de
mineérios sulfetados (Groudev et al., 2008).

Quando hé a exposicao de minerais sulfetados e estes sdo oxidados na presenca de
agua, ha a formacdo de um percolado rico em sulfato e metais pesados. Esse percolado é
conhecido como Drenagem Acida de Mina (Von Sperling, 2005). A formacio da DAM

pode ser explicada pelas equacgdes seguintes:

FeAsS + 9H,0 > FeOOH + HoAsO5 + SO~ + 15H + 1267 (eq.3.1)
H,AsO5 + H,0 > HAsO,> + 3H" + 2¢” (eq.3.2)

O mineral oxidado pode ser, por exemplo, a pirita (FeS;), liberando grande
quantidade de ferro na agua; ou outros minerais, como calcopirita (CuFeS,) liberando
cobre e ferro, ou ainda, arsenopirita (FeAsS) liberando arsénio solivel (Von Sperling,
2005).

A remocdo de sulfato e de metais pesados de efluentes industriais pode ser
realizada por tratamento quimico. Geralmente a remocdo se da pela adi¢do de carbonato de
calcio (CaCOs) havendo formacdo de precipitado contendo sulfato e metais. Contudo, essa
técnica requer um alto custo operacional, além da geracdo de grande volume de lodo (Von
Sperling, 2005). O tratamento bioldgico, utilizando Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)
vem como uma alternativa eficiente e economicamente viavel (Kaksonen et al., 2003;
Rizzo et al., 2004) a esta metodologia. Como consequéncia do metabolismo das BRS, o
sulfato presente em solucéo € utilizado como aceptor final de elétrons durante a respiracao
anaerdbia. Com isso, o0 ion sulfato é reduzido a sulfeto, principalmente sob a forma de
sulfeto de hidrogénio (H,S).

Em relacdo a presenca do ion sulfato nos efluentes, a legislacdo brasileira, de
acordo com a Portaria 2914/2011, determina que seu limite de lancamento nos efluentes
deve ser de 250mg.L™, a portaria em questdo dispde sobre os procedimentos de controle e
de vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e sobre seu padrdo de
potabilidade. Além disso, o lancamento de efluentes nos corpos hidricos ndo deve
descaracteriza-los, ou seja, a concentracdo maxima de sulfato nos corpos hidricos também

ndo deve ultrapassar o valor de 250mg.L™



3.2 Arsénio

O Arsénio (As) € o 20° metaldide mais abundante na crosta terrestre (Liévremont
et al., 2009). A disponibilizacdo desse elemento no meio ambiente pode ocorrer de forma
natural ou antropogénica. Em aguas naturais, o arsénio estd presente principalmente na
forma de compostos inorganicos, com valéncias 3+ e 5+ (Lievremont et al., 2009). Em
meio aquoso, o As pode ser encontrado sob a forma de arsenito (AsOs*) e arsenato
(AsO4), referindo-se, respectivamente a espécies trivalentes e pentavalentes. A toxicidade
das diversas espécies de arsénio decresce na seguinte ordem: compostos de As®*
inorganico>compostos de As>* inorganico> compostos de As** organico>compostos de
As™ organico. Em termos de intensidade, o As®* inorganico é 60 vezes mais toxico que o
As™* inorganico (USEPA, 2000).

O arsénio elementar ndo é toxico, mas € rapidamente convertido a produtos
toxicos pelo organismo humano. A maior parte dos compostos contendo arsénio, sejam
eles organicos ou inorgéanicos, acaba sendo convertida pelo organismo ao triéxido de
arsénio, o qual reage muito rapidamente com os grupos sulfidrilas (-SH) de proteinas,
inibindo a acdo de enzimas que contenham estes grupamentos em seus sitios ativos e
bloqueando a respiracdo celular (Tsalev e Zaprianov, 1985).

As fontes naturais de contaminagdo por arsénio podem estar associadas a
fendbmenos geotermais e vulcénicos e ainda a ocorréncia de rochas auriferas sulfetadas,
como € o caso da regido do quadrilatero ferrifero em Minas Gerais. A mineracdo de ouro
nessa regido foi a principal responsavel pela liberacdo de grandes concentracGes de arsénio
presentes em &guas subterrdneas e de consumo. Borba et al. (2004) avaliaram a
concentracdo de arsénio total em agua superficial e subterranea em Mariana e Ouro Preto,
MG. Em muitos pontos de coleta foram encontradas concentracdes de arsénio superiores
ao limite maximo permitido, de 50 pg.L™ (CONAMA 430). Esse dado requer atencdo uma
vez que parte da populacdo dessas duas cidades utiliza como &gua de abastecimento aquela
retirada direto de mina, sem nenhum tipo de tratamento.

Ainda como fontes antropogénica de contaminacéo de arsénio, podemos destacar
a utilizagdo de pesticidas, inseticidas, produgdo de vidro e atividades relacionadas a
preservacao de madeira (Borba, 2002).

A exposicao cronica ao arsénio pode levar ao desenvolvimento de cancer de pele,

pulmdo, prostata, bexiga, rim e figado. Outras patologias também podem ocorrer, como:



hiperpigmentacdo cutanea, hemorragias gastrointestinais, arritmias cardiacas, confusdo
mental, entre outras (USEPA, 2000; WHO, 2009).

Os processos que visam a remocdo de As de meios aquosos tém, geralmente, por
objetivo, converter o arsénio solivel numa fase insolivel. Nesse sentido, alguns métodos
fisico-quimicos sdo utilizados, como a adsorcdo de espécies de arsénio em oOxido-
hidroxidos de ferro ou aluminio, troca i6nica e osmose reversa (Greenleaf, et al., 2006;
Badruzzaman, et al., 2004; Ning, 2002). Uma vez que os ciclos biogeoquimicos do ferro e
do arsénio estdo intimamente relacionados em sistemas naturais, a presenca de Fe afeta a
especiacdo do As, uma vez que o ferro pode catalisar a reagcdo de oxidacdo da espécie de
arsénio trivalente (mais soltvel), produzindo sua espécie oxidada menos estavel (menos
solavel) (Lievremont et al., 2009). Os (oxi)(hidro)oxidos de ferro sdo especialmente
importantes e efetivos na sorcao e/ou coprecipitacdo de arsénio (Henken, 2009).

O principal fator que determina a especiacdo do As é o pH do meio (Lizama et al.,
2011) o que pode ser observado pela figura 3.1. Em aguas naturais onde o pH é em torno
de 6 a 9, o arsenito € mais comumente encontrado como espécie neutra (H3AsOjz),
enguanto o arsenato € encontrado como espécie carregada negativamente (H,AsO, e
HAsO4?) (figura 3.1). Espécies carregadas sdo mais facilmente removidas que espécies
neutras e podem ser removidas por sor¢do, troca idnica ou precipitagdo. Portanto, o

arsenato é mais facilmente removido de 4guas naturais que o arsenito.

100 100
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Figura 3.1. Especiacdo do arsenito (esquerda) e arsenato (direita) em funcdo do pH (Teclu
et al., 2008).

Os processos de remocao de arsénio sao considerados bem distintos aos processos

de remog&o de outros metais como cobre, zinco e manganés (Lizama et al., 2011). Metais
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como Cu e Zn sdo céations e precipitam facilmente em pH basico, ja as espécies de As sdo
neutras ou anions e requerem condi¢des ambientais mais especificas para sua remocao
(Lizama et al., 2011). A natureza da espécie de As envolvida no processo de remocéo € de
fundamental importancia, porém as condi¢cfes ambientais e a interagdo com outros
elementos quimicos também devem ser consideradas.

Os micro-organismos podem participar dos processos de remocgdo de arsénio
mediando reac6es de oxi-reducao ou influenciando nos mecanismos de precipitacdo (Gadd,
2004). As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) podem ser efetivas no processo de
remogdo de arsénio, uma vez que o sulfeto produzido através do metabolismo desses
micro-organismos pode se ligar ao arsénio sollvel e precipitad-lo sob a forma de sulfeto
metalico. Duncan e colaboradores (apud Lizama et al., 2011) sugerem em seu trabalho que
a remocao bioldgica de As ocorre, em maior parte, como precipitados minerais contendo
S-As. Teclu et al., (2008) utilizaram culturas mistas de BRS em estudo para precipitacao
de arsénio 3+ e 5+, como sulfeto metalico; conseguindo uma eficiéncia de remogéo de 55 e
77%, respectivamente, utilizando uma concentracéo inicial de 0,5mg.L™.

Em Drenagem Acida de Mina, o processo inicial de remocdo de As mediado por
BRS ainda é pouco conhecido, porém, a adsor¢do ou coprecipitacdo com outros sulfetos
metalicos tém sido proposta (Lizama et al., 2011). A formacdo de sulfeto de arsénio
insolivel deve ocorrer apenas depois que as condicdes de ambiente redutor forem
estabelecidas (Neculita et al., 2007). Outros micro-organismos como: Bactérias Oxidantes
de Arsenito, Bactérias Redutoras de Arsenato e Bactérias Oxidantes de Ferro; podem
também mediar a remog¢do de As de forma direta ou indireta. Esses micro-organismos
coexistem em ambientes como os solos (Macur et al., 2004).

As espécies de arsénio em agua podem ter diferentes vias de transformacdo e
remocao: (1) precipitacdo, (2) coprecipitacdo, (3) sorcdo em solidos, (4) metilacdo, e (5)

reacOes de oxidagéo e reducdo (figura 3.2) (Lizama et al., 2011).
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Figura 3.2. Principais processos de imobilizac&o das espécies de arsénio As®* e As °* e a interagdo com outros elementos quimicos. Extraido e
adaptado de Lizama et al. (2011).



A precipitacdo se refere a reagdes entre espécies dissolvidas formando sélidos
insolUveis. Esse processo pode ser resultante da oxidacéo, redugdo ou mudangas de pH do
meio. Em ambientes oxidados, com altos niveis de As®*, a precipitacéo deste com Ca, Mg,
Al e Fe** pode ocorrer. Em ambientes reduzidos e na presenca de S e Fe, o As pode ser
precipitado na forma de composto insolivel como a orpimenta As,S3, no qual o As estd
presente como As trivalente, e arsenopirita (AsFeS). A Orpimenta (Ouro-pigmento)
precipita em ambientes contendo pouco Fe, porém ricos em sulfeto, especialmente sob
condicdes acidas (Lizama et al., 2011). A USEPA considera que a precipitacdo quimica, e
em particular a precipitacdo de arsenato férrico, s6 ou em combinagdo com outros métodos
de precipitacdo, é a melhor tecnologia para o tratamento de efluentes contendo arsénio
(Harris e Krause, 1993).

A coprecipitacdo é o processo pelo qual substancias sollveis se incorporam aos
precipitados durante sua formacdo, ela pode ocorrer por adsor¢do, onde um determinado
composto é adsorvido na superficie do precipitado; como é o caso do As coprecipitado
com (oxi)hidroxidos de ferro (Gadd, 2004).

O processo de sor¢do ocorre quando adsorcdo e absorcdo estdo envolvidos
simultaneamente, ou quando ambos processos ndo podem ser distinguidos. Adsorcéo se
refere a remocgdo de ions ou outras espécies dissolvidas, de liquidos ou gases pela
acumulacdo na superficie de um material sélido (Lizama et al., 2011). O processo de
adsorcdo mais comum envolve a troca idnica. O sucesso do processo de adsorcdo depende
das propriedades da superficie do adsorvente, da concentracdo e da especiacao das espécies
quimicas presentes, da competicdo entre espécies quimicas e do pH do meio (Stollenwerk,
2003). Ja o processo de absorcdo é a assimilacdo de espécies quimicas no interior de
substancias sélidas (Henken e Hutchison, 2009). Um material que seja utilizado como
sorvente deve ser primariamente analisado de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas a fim de garantir o sucesso ao se utilizar esse tipo de tratamento.

A sorgdo do arsenato com a maioria dos hidroxidos metélicos, especialmente de
Fe e Mn, e com argila tem sido reportada na literatura, sendo que, éxidos de ferro sdo
melhores adsorventes para As do que argilas (Lizama et al., 2011, Gadd, 2004).

A sorcdo de oxianions arsenicais é sensivel a presenca de anions competidores,
como por exemplo, fosfato (PO,°, HPO,?, H,PO,), sulfato (SO4?), carbonato (CO3?),
bicarbonato (HCO3) e cloreto (CI") (Mukherjee et al., 2009). O fosfato possui a mesma
configuracdo tetraédrica do arsenato, e, portanto, pode desorver o As>* de diferentes

superficies (Henken, 2009). Em aguas contendo concentragdes muito altas de sulfato, este
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pode diminuir a sor¢do de As. Porém, essa competicdo pode ser diminuida ao se reduzir o
sulfato a sulfeto, pelo metabolismo das BRS (Lizama et al., 2011).

A metilacdo seguida de volatilizacdo de metaldides como o mercurio, selénio e
arsénio sdo fendbmenos que ocorrem em ambientes aquaticos (Kosolapov et al., 2004). Em
condicBes andxicas e ambientes redutores, 0 As pode ser convertido no gas arsina, que €
um composto altamente toxico. Exemplos de arsinas volateis sdo: arsina AsH3, metilarsina
CH3(AsHy), dimetilarsina (CH3),AsH. A formacdo de metilarsina é um processo que pode
ser mediado por diferentes organismos, como fungos e bactérias (Lizama et al., 2011).
Michalke et al. (2000) relatam que as BRS podem estar envolvidas no processo de

metilacdo do arsénio.

3.3 Bacteérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) representam um grupo de micro-
organismos que realiza a reducdo dissimilativa do ion sulfato. Esse processo difere da
reducdo assimilativa onde os ions sulfato sdo reduzidos a sulfeto e este € incorporado as
moléculas organicas como os aminoacidos e coenzimas (Madigan et al., 2004). Na reducéo
dissimilativa, o ion sulfato atua como agente oxidante para a metabolizacdo da matéria
organica, da mesma forma que atua o oxigénio na respiracdo convencional. O sulfeto
produzido pela reducdo do sulfato é normalmente excretado na forma de H,S livre
(Postgate et al., 1984). A degradacdo da matéria organica, tendo o sulfato como oxidante,
pode ser resumida de acordo com a equagéo 2.4:

Matéria Organica (C, H, O) + SO, = HS + HCO* (Eq. 3.4)

As BRS tém ampla distribuicdo, estando presentes em ambientes anaerobios
terrestres ou aquaticos. O grupo das BRS contém representantes considerados muito
versateis em termos de colonizacdo do ambiente. E possivel encontrar BRS em ambientes
considerados inospitos, como fontes hidrotermais e domo de lama vulcanica, onde as
temperaturas sdo bem elevadas (Elsgaard et al., 1994); em locais com alta pressdo como as
fendas oceénicas e sedimentos marinhos (Jeanthon et al., 2002); em ambientes acidos
como as drenagens acidas de mina (Johnson, 1995) ou em locais extremamente alcalinos,
como em lagos de soda (Pikuta et al., 1997). Em contrapartida, as BRS sdo mais

comumente encontradas em regides bentonicas de lagos, rios e mares (Gibson, 1990). A
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diversidade microbiana referente ao grupo das BRS esta intimamente relacionada com o
tipo de ambiente colonizado e reflete a complexidade biolégica do grupo.

A presenca das BRS com alta atividade metabolica é facilmente revelada pela
presenca de precipitado negro resultante da precipitacdo do sulfeto de ferro, e ainda pelo
cheiro do sulfeto de hidrogénio caracteristico (Postgate et al., 1984).

Esses micro-organismos sdo de fundamental importancia nos ciclos
biogeoquimicos do carbono e enxofre. Estima-se que cerca de 50% da matéria organica
despejada em ambientes marinhos possa ser degradada pelas BRS (Gibson, 1990). O
enxofre pode ser encontrado em uma variedade de estados de oxidagdo, sendo 0s mais
significantes: -2 (sulfeto e enxofre organico reduzido), 0 (enxofre elementar) e +6 (sulfato).
Agentes quimicos ou bioldgicos contribuem para a transformacdo de um estado de
oxidacdo do enxofre para outro. Os principais micro-organismos envolvidos no ciclo do
enxofre sdo as Bactérias Redutoras de Sulfato e as Bactérias Oxidantes de Enxofre, um
esquema resumindo o ciclo do enxofre e representado a participacdo dessas bactérias esta
representado na figura 3.3 (Tang et al., 2009).

so

Oxidagao Biologica

Excesso de Enxofre

Figura 3.3. Representacdo esquematica do ciclo do enxofre. Extraido e adaptado de Tang et
al. (2009).
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O ciclo do enxofre consiste em reacOes de oxidagdo e redugdo dos compostos
contendo enxofre. O sulfato quando reduzido, tem a fungdo de atuar como aceptor de
elétrons em vias metabdlicas de alguns micro-organismos, como as BRS, sendo convertido
a sulfeto. Ja o sulfeto pode ser doador de elétrons para 0 metabolismo de micro-organismos
fototroficos e quimiolitotroficos, como as Bactérias Oxidantes de Enxofre, sendo
convertido a enxofre elementar ou sulfato (Tang et al., 2009).

Em relacdo aos compostos organicos, em ambientes aerobios, 0s micro-
organismos heterotrofos sdo capazes de mineraliza-los a CO,, j& em ambientes anaerobios,
a mineralizagdo da matéria organica € bem mais complexa e, muitas vezes requer a
interacdo entre diferentes grupos de micro-organismos. Cada grupo microbiano realiza
uma oxidacao parcial da matéria organica, e seus produtos metabdlicos sao assimilados por
outros grupos, até a completa oxidacdo do composto organico (Figura 3.4) (Muyzer et al.,
2008, Barbosa, 2009).

Os compostos de alto peso molecular como proteinas, acidos nucléicos,
carboidratos e lipideos sao hidrolisados a produtos de baixo peso molecular como &acidos
organicos e alcoois. Esses compostos podem ser fermentados em &cidos graxos volateis
(acético, propibnico e butirico). O processo final da oxidacdo dos compostos organicos é a
degradacédo desses acidos graxos. Em ambientes com concentracdo de sulfato suficiente, a
degradacéo dos acidos graxos € realizada pelo metabolismo das BRS, podendo ocasionar o
acumulo de acetato e H,, esses compostos serdo, por fim, degradados pelas metanogénicas
e BRS acetoclasticas atuando em sintrofismo (Muyzer et al, 2008; Gibson 1990; Postgate
et al., 1984). As relagcBes mutualisticas entre as espécies de uma comunidade microbiana
sdo primordiais para a manutencdo da estrutura e diversidade funcional do ecossistema
(Mcinerney et al., 2008). Porém, em ambientes naturais, a variedade dos substratos
organicos disponiveis e a diversidade de espécies presentes, tornam complexas as

interacOes entre as espécies (Muyzer et al., 2008).
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O ambiente favoravel ao crescimento das BRS, em geral, tém como
caracteristicas: condi¢des moderadamente alcalinas (pH 7,0 — 7,8), mesofilicas (28 — 38°
C) e ambientes redutores cujo os valores de Eh se encontrem na faixa de -150 a -300 mV
(Madigan et al., 2004). A atividade metabdlica de BRS, porém, ja foi observada em
ambientes acidos de drenagens acidas de minas (Johnson et al., 2002; Kusel et al., 2001;
Johnson, 1995), em ambientes alcalinos (Kjeldsen et al., 2007; Pikuta et al., 1997; Fry et
al.,1997), termofilicos (Domingues et al., 2006; Jeanthon et al., 2002; Elsgaard et al.,
1994) e psicrofilicos (Vandieken et al., 2006; Knoblauch et al., 1999; Sass et al., 1998).

Como dito anteriormente, o potencial de oxi-reducdo (Eh) do ambiente é fator
importante para o cultivo das BRS, sendo esse valor determinado pela natureza quimica do
ambiente ou pela influéncia dos subprodutos da atividade metabdlica das BRS. A propria
producdo de sulfeto proveniente do metabolismo das BRS ja seria suficiente para atingir os
valores de Eh necessarios, porém a adicdo de agentes redutores ao meio de cultivo pode ser
realizada utilizando: ditionato de sodio, ascorbato de sddio e tioglicolato de sddio (Gibson,
1990) contudo, o tioglicolato de sodio se utilizado em altas concentra¢fes pode inibir o
crescimento de algumas espécies de BRS (Madigan et al., 2004)

As BRS tém consideravel capacidade de utilizar diversos compostos como
doadores de elétrons, como lactato, formato, piruvato, metanol, etanol, propanol, butanol
(Gibson, 1990). As BRS podem também utilizar fontes alternativas e mais complexas de
matéria organica e fonte de elétrons, como melago de cana (Teclu et al., 2009), residuo da
industria de vinho — vinhaca (Martins et al., 2009) e residuo de industria de producdo de
queijo (Costa e Duarte, 2005). Essas fontes alternativas de matéria organica para o cultivo
de BRS séo de grande interesse, principalmente econémico, uma vez que muitas delas sao
residuos de algum tipo de processo industrial, sendo obtidas a baixos custos (Costa e
Duarte, 2005). Além dos compostos organicos, 0 H, pode ser também utilizado pelas BRS
como doador de elétrons. A escolha correta de um substrato organico é crucial para o
sucesso no cultivo desses micro-organismos (Gibson, 1990). Como aceptor final de
elétrons, além do sulfato, podem ser utilizados: tiossulfato, tetrationato, sulfito ou
metabissulfito (Postgate et al., 1984).

Os compostos organicos, quando utilizados como fonte de elétrons, ou seja, fonte
de energia para o metabolismo, podem também atuar como fonte de carbono para a
biossintese celular. Os micro-organismos que necessitam, como fonte de energia e fonte de
carbono, dos compostos organicos sdo considerados heterétrofos, e a grande maioria das

BRS é heterotrofica. Ja aquelas BRS que utilizam H;, como fonte de energia podem utilizar
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0 CO, do meio como fonte de carbono, sendo consideradas, portanto, autétrofas (Madigan
et al., 2004)

A utilizacdo de substratos organicos no metabolismo desses micro-organismos
pode ser realizada de duas formas distintas. Com a sua oxidagdo completa ou incompleta.
De acordo com isso, o0 lactato, um substrato amplamente utilizado, pode seguir duas vias

de oxidacé&o representadas pelas equacdes seguintes (Gibson, 1990):

2CH3CHOHCOO™ + SO42 > 2CH3CHOO™ + 2HCO; + HS + H (Eq. 3.5)
AG® = - 160kJ/mol sulfato
2CH;CHOHCOO™ + 35042 > 6HCO; + 3HS + H* (Eq. 3.6)

AGY = - 85kJ/mol sulfato

A oxidagdo incompleta de compostos organicos distingue dois grupos
fisiologicos: os oxidantes completos e incompletos. Os oxidantes completos sdo capazes de
mineralizar os compostos organicos até CO,, ja o incompletos convertem a matéria
organica até acetato. Essas distingGes se referem a grupos fisioldgicos e ndo sistematicos
(Martin et al., 2006).

O metabolismo das BRS é dependente da reducdo de sulfato, e este processo
inicia-se apoOs a entrada do sulfato enddgeno no interior da célula. Uma vez dentro da
célula a reducdo do sulfato se da pela acdo da ATP sulfurilase que combina o sulfato e
ATP produzindo adenosina fosfossulfato (APS), bem como pirofosfato, que pode ser
clivado posteriormente a fosfato inorganico. O APS € entdo rapidamente convertido em
sulfito (SO3’) pela enzima citoplasmatica APS redutase (Cypionka 1987, 1989).

O sulfito pode ser reduzido a sulfeto por diferentes sulfito redutases. Dentre as
enzimas mais conhecidas estdo bissulfito redutase, desulfoviridina e desulforubina (Lee e
Peck 1971). Essas enzimas sdo semelhantes, porém, a desulfoviridina apresenta uma
coloracdo vermelho fluorescente, e por essa razao é utilizada em testes para diagndstico de
Desulfovibrios (Postgate et al., 1984). Os intermediarios da reducdo de sulfito a sulfeto séo
metabissulfito (S,0s?), ditionito (S,047), tritionato (Ss0s ) e tiossulfato (S,057?) (Gibson,
1990).

Desde a descoberta da reducdo dissimilatdria do sulfato por BRS, elas tém sido
descritas como micro-organismos anaerobios obrigatorios, e apenas atingindo a condicéo
de anaerobiose seria possivel isolar essas bactérias (Postgate et al., 1984). Porém, alguns

estudos tém mostrado que as BRS séo capazes de sobreviver na presenca de O, (Sarti,
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2007; Mongensen, 2005), podendo ser consideradas anaerobias tolerantes. A capacidade da
respiracdo aerobica tem sido detectada em muitos géneros de sulfato-redutoras
(Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfobacterium e Desulfococcus) (Dilling e Cypionka,
1990). A capacidade de sobreviver a longos periodos de exposi¢cdo ao oxigénio pode ser
vista como uma adaptacdo para a dispersdo em novos ambientes. Como exemplo, pode ser
citada a presenca de BRS em &gua de consumo, podendo sobreviver a aproximadamente 72
dias de aeracdo (Bade apud Barton e Hamilton, 2007). A presenca de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase, NADH oxidase e catalase, tem sido reportada
em muitas espécies de Desulfovibrio, e seriam as responsaveis pela tolerancia ao O,
(Hatchikian apud Barton, 1995).

O sulfeto de hidrogénio é o principal produto no processo de reducdo dissimilativa
de sulfato e este composto é toxico para muitos micro-organismos, até mesmo as BRS
apresentam certa sensibilidade a ele. Espécies do género Desulfotomaculum s&o sensiveis a
concentracdes de 4 a 7 pM.L(Widdel e Pfennig, 1977; Klemps et al., 1985). A presenca
de H,S no meio pode funcionar como uma estratégia para eliminar outros grupos
microbianos, fazendo com que as BRS prevalecam em determinado ambiente (Martin et
al., 2006). O sulfeto de hidrogénio é ainda um forte agente redutor e pode reagir
quimicamente com oxianions presentes em solucdo, além disso, 0 H,S produzido pelas
BRS pode reduzir alguns metais (Cr(VI) = Cr(111); SeOs;? >Se%) tornando-os menos
toxicos (Barton, 1995).

Os géneros de BRS podem ser identificados levando-se em conta uma variedade
de parametros: oxidacdo de uma fonte de carbono especifica, formacdo de esporos,
motilidade, coloracdo de Gram, morfologia, % mol de CG, tipo de flagelo, resisténcia a
antibidtico e por fim as técnicas de biologia molecular utilizando rRNA (Postgate et al.,
1984; Madigan et al., 2004).

O interesse biotecnolégico nas BRS estd no fato de o sulfeto, produzido pelo
metabolismo desses micro-organismos, ser capaz de se ligar a cations metalicos. Essa
aplicacdo tem vantagens em relagdo as propriedades quimicas dos sulfetos metalicos (Lens
et al., 2007). Os sulfetos metalicos, no geral, tém baixa solubilidade, portanto, eles podem
ser precipitados e reutilizados. Algumas inddstrias tém aplicado a imobilizacdo de metais
através da formacdo de sulfetos metélicos apos a reducdo de sulfato. De acordo com o
sistema THIOPAQ (Paques), o processo de reducdo de sulfato e oxidagéo do excesso de
sulfeto foi desenvolvido para a remocao de metal pesado (Figura 3.5) O processo estd em

operacdo na Holanda para tratamento de efluente contendo Zinco. A reducédo de sulfato é
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feita em um Reator tipo Gés-lift. O gés presente no reator, contendo principalmente H,
(76%), é utilizado como doador de elétrons. O sulfeto de zinco que é precipitado com a
biomassa € coletado e reutilizado. Mais de 95% de peso seco do lodo presente no reator é

sulfeto de zinco (Muyzer et al., 2008).

co,

N

SO +4H,+H —aHS +4HO
In* +HS =p 7nS+H*

Primeiro Bioreator / Exasnia Segundo Bioreator
Agua Residuara e L . HS o s Efluente
2 2 e Purificado
(SO,* e In™) :
: l \
»  ZnS 57
A ' ! T
L : Ar
; 2HS +0,+2H =—»25+2H0

Figura 3.5. Esquema do processo de reducdo de sulfato e imobilizac¢do de zinco em sistema
THIOPAQ (Paques). Extraido e adaptado de Muyzer et al. (2008).

Em alguns setores industriais a presenca de BRS nao é desejavel. Um exemplo é o
setor petroguimico, onde a corrosdo da tubulacdo causada pelo H,S produzido pelas
bactérias representa grandes prejuizos na producéo (Silva de Araujo, 2002).

As estratégias utilizadas para o controle da atividade das BRS incluem: (1)
remocao do sulfato da &gua utilizada na injecdo da tubulacéo, (2) aplicagcdo de biocidas,
como glutaraldeido e diaminas, (3) exposicao da agua a irradiacdes de microondas e ultra-
som.

Portanto, é de suma importancia o0 bom entendimento dos processos metabolicos
que envolvem esse grupo bacteriano bem como suas conseqiéncias e modificacGes que
realizam no ambiente em que vivem, para que a atividade das BRS seja favorecida ou nao,

dependendo do objetivo biotecnoldgico. Os estudos e pesquisas realizados em escala
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laboratorial devem ser considerados, a fim de darem suporte & aplicagdo de sistemas em

escala real que sejam viaveis e tornem possiveis as aplicacdes alcangadas em laboratdrio.

3.3.1 Relagéo DQO/sulfato

Muitas vezes, no processo bioldgico de reducédo de sulfato por BRS heterotroficas
é preciso disponibilizar matéria organica, j& que efluentes industriais normalmente
apresentam baixa concentracdo de substratos organicos. As fontes de carbono utilizadas no
metabolismo do sulfato variam de acordo com o género das BRS, sendo os mais utilizados
os sais de acidos graxos (acetato, propionato e butirato), sais de acidos com 3 e 4 carbonos
(lactato, piruvato e malato), e alcodis (metanol, etanol e propanol) (Gibson, 1990).

Além da natureza do substrato organico utilizado, a relagdo entre a concentracdo
de matéria organica do meio - expressa pela Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) - e a
concentracdo inicial de sulfato no sistema, também é um pardmetro que indica a eficiéncia
do processo no tratamento do efluente. A eficiéncia da atividade das BRS na remocdo de
sulfato esta relacionada com a razdo DQO/sulfato (Barbosa et al., 2009).

Velasco et al. (2008) mostraram que a razdo DQO/sulfato pode ser utilizada como
um parametro para o controle da producdo de H,S e consequentemente para a precipitacao
de metais. O estudo utilizou etanol como fonte de carbono, e este foi incompletamente
oxidado a acetato pela cultura mista de BRS, em reator UASB. A concentracdo maxima de
sulfeto dissolvido foi obtida em razdo DQO/sulfato de 2,5, com a conversdo de 94% de
sulfato e 87% de etanol. J& na razdo DQO/sulfato de 0,67; que de acordo com a
estequiometria seria 0 valor que garantiria a completa oxidacéo do etanol a CO5; foi obtido
0 menor valor de sulfeto dissolvido.

El Bayoumy et al. (1999) avaliaram a concentragdo do lactato, utilizado como
fonte de carbono, em relacdo a concentracdo de sulfato em Reator Anaerdbio Fixo de
Fluxo Ascendente - UAFFR. A maior producédo de sulfeto foi obtida utilizando uma razao
DQO/sulfato entre 1,5 e 2,25. Outros parametros também foram avaliados a fim de obter
uma condicdo ideal de cultivo de BRS e consequente remocéo de sulfato. A concentragao
6tima de nitrogénio total e fosforo foi determinada em 250 e 50 mg.L™', respectivamente.
Assim, foi possivel obter nesse trabalho a relacdo DQO:N:P de 100:5:1, como condi¢éo
Otima.

Grandes concentracdes de substrato organico parecem reduzir a eficiéncia do

processo biolégico por favorecer a competicdo entre diferentes micro-organismos pelo
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substrato disponivel (Choi e Rim, 1991). Em ambientes anaerdbios que possuem um baixo
valor de potencial redox, as BRS competem com outros micro-organismos anaerdbios,
como Bactérias Fermentadoras (BF), Acetogénicas (BA) e Metanogénicas (BM) (Barton,
1995). Essa competicdo se da pelos substratos comuns utilizados por esses grupos,
principalmente H; e Acetato.

Chou et al. (2008) mostraram que a competicdo entre BRS e BM esté relacionada
com a relacdo DQO/sulfato. Utilizando acetato como substrato, 0s autores encontraram a

razdo 1,1 como sendo a maxima para prevaléncia das BRS em consorcio com BM.

3.4 Interacdes entre micro-organismos e 0s metais

Os micro-organismos sdo de fundamental importancia na ciclagem dos nutrientes
em solos e em ambientes aquéaticos. A contaminacdo desses ambientes, seja por cargas
poluidoras de origem industrial, agricola ou doméstica, pode inibir ou desfavorecer o
crescimento microbiano, interferindo de forma drastica nas condi¢bes desses ambientes
(Madigan et al., 2004).

Os residuos industriais e domésticos podem conter altos teores de metais pesados.
Esses metais, por sofrerem acimulo no ambiente, representam um enorme risco néo so a
salde humana, mas a todos os seres vivos. Muitos metais sdo essenciais para 0
metabolismo dos seres vivos, sendo utilizados em “concentragdes traco”; quando
absorvidos em alta quantidade, passam a exercer efeito tdxico nos organismos (Madigan et
al., 2004).

Os metais estdo disponiveis no ambiente em diferentes estados oxidativos, o que
sera determinante para o nivel de toxidez em um organismo. A especiacdo de metais em
ambientes de agua doce, assim como a sua concentracdo, transporte, transformacdo e
destino; é controlada por fatores ambientais, como caracteristicas biol6gicas, quimicas e
fisicas do ecossistema e as propriedades dos compostos com 0s quais 0s metais interagem
(Gadd, 2004). O pH do ambiente também é fator importante para o processo de ionizagao
de compostos e elementos especificos (Lizama et al., 2011).

As bactérias possuem uma versatilidade muito grande no que diz respeito aos
processos metabdlicos e 0os ambientes onde vivem. Esses micro-organismos sao capazes de
sobreviver em condi¢fes quimicas e fisicas extremas, sendo possivel encontra-los nos mais
variados meios (Warren e Haak, 2001). Por serem capazes de utilizar outros compostos

além do O, para o processo de respiracdo, as bactérias influenciam o comportamento de
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elementos quimicos; como moléculas organicas e 0s metais. Assim, elas podem ser
consideradas como agentes primarios das mudancas geoquimicas, devido ao seu alto
potencial metabdlico e grande capacidade de adaptacdo que lhe confere uma larga e
abundante distribuicdo (Warren e Haak, 2001).

Os micro-organismos podem influenciar ativamente na particdo dos metais entre
as fases sélidas ou dissolvidas através do controle da formacao ou dissolugdo de minerais,
(Nealson e Stahl, 1997, Gadd 2004). A superficie das bactérias é analoga a superficie dos
minerais, no que diz respeito a existéncia de grupos funcionais que atraem espécies
catibnicas, como o0s metais (Fonseca, 2004). Céations de metais podem se ligar a grupos
sulfeto, por exemplo, presentes em aminoacidos, causando a inibi¢do de enzimas. Ou seja,
podem exercer toxicidade interferindo em fons fisiolégicos: Cd®* com Zn?* ou Ca®*, Ni** e
Co?* com Fe?*, Zn** com Mg; inibindo a funcdo apropriada para um cétion fisiolégico
(Fonseca, 2004).

Os processos biotecnoldgicos que visam a remocao de metais estdo relacionados
aos processos de mobilizacdo ou imobilizacdo dos mesmos. A mobilizacdo de metais pode
ocorrer por protonacdo, quelacdo, metilacdo e transformacdo quimica, e visa a
solubilizacdo do metal, podendo ser utilizada em matrizes sélidas, como solos, sedimentos
e residuos industriais. O processo de imobilizacdo retira o poluente da fase sollvel para a
fase insoltvel e pode ocorrer por precipitacdo de compostos organicos ou inorganicos; ou
ainda, por sorcdo, adsorcdo e absorcdo. As reacdes redox podem mobilizar ou imobilizar
metais, dependendo da espécie envolvida (Gadd, 2004). E importante ressaltar que o
emprego de micro-organismos na biorremediacdo de ambientes impactados por metais €
viavel e de suma importancia, porém, os metais dificilmente serdo totalmente removidos
do ambiente, contudo, transforma-los em um estado de oxidacdo menos toxico aos seres
vivos, mobiliza-los, no caso de matrizes sélidas ou imobiliza-los, representa avancos
importantes para a recuperacao de areas degradadas (Lizama et al., 2011)

Como dito anteriormente, os metais representam um fator de estresse a
comunidade microbiana presente no ambiente impactado, e podem ainda, inibir
completamente as atividades metabdlicas dos organismos. Para que esses micro-
organismos sejam capazes de sobreviver a ambientes com condicdes diferentes das ideais,
muitos possuem mecanismos geneticos que Ihes garantem resisténcia a componentes que
podem causar estresse. Nesse sentido, algumas bactérias possuem genes especificos que
possibilitam que essas sobrevivam em ambientes contendo altas concentracdes de metais

ou metaloides, inclusive o arsénio (Liao et al., 2011).
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Esses mecanismos de resisténcia sdo muito importantes e podem ser
determinantes no processo de sucessdo que ocorre nos ambientes. Em bactérias, a alta
resisténcia ao arsénio € relacionada com a presenca do operon ars, este € composto por trés
a cinco genes (arsR, arsD, arsA, arsB e arsC), os quais estdo localizados em plasmideos
(Owolabi e Rosen, 1990) ou no cromossomo (Diorio et al., 1995). Os genes arsR e arsD
sdo reguladores, enquanto arsA e arsB sdo responsdveis por formar um fluxo
transmembrana que exporta As>* do citoplasma, reduzindo sua concentragdo intracelular
(Mukhopadhyay et al., 2002). O gene arsC codifica a enzima As>* redutase, que é
responsavel pela biotransformacdo de As™* em As®*. Algumas bactérias tém seus
mecanismos de oxidacéo do As>* ou reducio do As®* conhecidos, bem como a geracéo de
energia envolvida nesses processos (Liao et al., 2011).

Nas bactérias que utilizam os ions arsenato no processo de respiracao anaerobia,
Bactérias Redutoras de Arsenato, o gene arr codifica a enzima As>* redutase que reduz o
As™ a As**. As Bactérias Oxidantes de Arsenito possuem o gene aox que codifica a
enzima As>* oxidase, responsavel pela oxidacdo do As®* a As>* (Liévremont et al., 2009).
Recentemente, outro gene que codifica uma As®* oxidase foi identificado em
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1, um quimiolitoautétrofo que oxida arsenito e reduz
nitrato simultaneamente (Zargar et al., 2010). Muitos estudos mostraram 0 SUCesSo No Uso
de marcadores genéticos para o estudo dos mecanismos de transformacdo do arsénio,
como; 0s genes arsB e arsC contidos no operon que garante a resisténcia ao metaldide
(Achour et al., 2007), o gene arrA na respiracéo dissimilatéria do As > (Kulp et al., 2007)
e 0 gene aoxB para oxidacéo do As** (Hamamura et al., 2009).

Compreender as relacbes e 0s mecanismos bioquimicos relacionados aos
organismos presentes em ambientes impactados é de fundamental importancia para a
manutencdo e equilibrio desses ambientes, e ainda, tais estudos sdo necessarios para o

avanco biotecnoldgico.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Area de coleta

Uma porgdo de sedimento foi coletada da margem da Lagoa do Gamba, em Ouro
Preto-MG, a fim de obter a cultura mista a ser utilizada nos ensaios.

A Lagoa do Gamba esté localizada no centro de um loteamento na cidade de Ouro
Preto, em Minas Gerais, a 20°43°51.11"" de latitude S e 43°30°0.63"” de longitude O (figura
4.1). Esta lagoa recebe grande quantidade de esgoto residencial e do escoamento pluvial de
areas periféricas. O sedimento foi analisado quanto a concentracdo de arsénio total por
Espectrofotdmetro de Emissdo Atdmica com Fonte Plasma, ICP-OES (Spectro / Modelo:
Ciros CCD).

Figura 4.1. Vista da Lagoa do Gamb4, Ouro Preto — MG.

4.2 Enriquecimento das amostras

O sedimento foi enriquecido em meio de cultura liquido Postgate C modificado
(Cheung e Gu, 2003) (tabela 4.1), em pH 7,0; a 35°C, a fim de obter a cultura mista de
BRS (amostra intitulada LG). Como fonte de carbono foi utilizado o lactato de sédio.

Em frascos de 50mL, 5mL de sedimento (10% v/v), foram adicionados a 45mL de
meio liquido previamente esterilizado por calor umido em autoclave (120°C; 1,5atm;

20min). Os frascos foram lacrados com tampa de borracha e anel de aluminio. Em seguida,
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foram incubados em estufa microbioldgica, a 35°C até a deteccdo do crescimento das
culturas, evidenciado pela presenga de precipitado negro, resultante da reacdo entre o
sulfato ferroso e o sulfeto produzido biologicamente.

As amostras foram repicadas por pelo menos trés vezes seguidas, a fim de obter

uma cultura bem adaptada as condi¢des de cultivo, antes da realizacdo dos ensaios.

Tabela 4.1. Composi¢do do meio de cultura utilizado para enriquecimento da cultura mista
de BRS.

Reagentes Quantidade (g.L™)
Lactato de sodio 0,8
Citrato de sodio 0,3

KH,PO, 0,5
NH,CI 1,0
Na,SO, 4,5

CaCl, 0,06
MgSQO,4.7H,0 2,0
Extrato de levedura 0,1
FeS0O,.7H,0 0,5
Tioglicolato de Sédio 0,5
Agar 0,5

EDTA 0,3

4.3 Caracterizacdo do po de penas

O pé de penas comercial utilizado como substrato organico foi gentilmente cedido
por uma empresa de alimentos da regido (figura 4.2). Trata-se de uma mistura de penas e
visceras trituradas, acrescida de sangue cozido (Scapim et al., 2003). O material sélido,
pulverizado, € constituido basicamente por proteinas estruturais e insoluveis,
principalmente queratina. O teor bruto de proteinas do material € em torno de 80%, sendo
0s teores de aminoacidos, contendo grupamentos sulfeto em sua estrutura, de
aproximadamente 0,67 e 3,68% para metionina e cisteina, respectivamente (Scapim et al.,
2003).
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Figura 4.2. P6 de penas comercial. Mistura de penas, visceras trituradas e sangue cozido.

O material foi separado quanto a distribuicdo granulométrica, sendo utilizada nos
ensaios e nas analises posteriores, apenas a por¢do com granulometria inferior a 0,71mm.
Para a caracterizacdo da fracdo solida do pé de penas foi avaliada a area superficial e
volume de microporos, utilizando a técnica de BET do material “in natura”. Para a anélise
quimica da fracdo soltuvel do material, o sobrenadante de uma suspensao aquosa contendo
p6 de penas - 2% (p/v) foi preparada para as andlises posteriores. Essa suspensao foi
esterilizada em autoclave (120°C; 1,0atm; 20min) a fim de promover uma melhor
solubilizacdo do material e mimetizar as condi¢gdes observadas no preparo dos frascos para
indculo. A suspensdo autoclavada foi filtrada em membrana de celulose (0,45 pm,
Sartorius) e o filtrado foi analisado quanto a DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) (Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 1998), e ainda quanto aos teores de carbono organico total (TOC), realizada
pelo método persulfato em equipamento HiperTOC analyzer (Thermo Scientific). Foram
também analisadas as concentracdes de glicose, proteinas e sulfato. A anélise de glicose foi
realizada pelo método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase, utilizando-se o kit
Laborlab. A concentracdo de proteinas sollveis totais foi mensurada pelo método
colorimétrico. Ambas as analises foram realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas,
da Universidade Federal de Ouro Preto. A concentracdo de sulfato foi obtida de acordo

com a metodologia descrita por Kolmert et al. (2000). Foram analisados ainda 0s
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elementos quimicos sollveis presentes no filtrado, por meio de Espectrofotometria de
Emissdo Atdmica com fonte Plasma (Spectro/Modelo — Ciros CCD com Visao Radial).
Ainda para caracterizacdo da fracdo soltvel, o pé de penas foi adicionado (2%
p/v) ao meio de cultivo (Postgate C modificado) na presenca do inéculo obtido de acordo
com o item 4.2. Apds 240 horas de incubacdo, a fracdo soliivel do meio contendo o p6 de
penas, mais o indculo foi filtrada em membrana de celulose 0,45 um (Sartorius) e avaliada
quanto a concentracdo de acidos organicos, que foi obtida utilizando Cromatografia de ions
Metrohn; com coluna de &cidos organicos de cadeia curta, com eluente H,SO, 0,001M.
Utilizando essa andlise, é possivel obter a concentracdo dos acidos orgéanicos latico,
acético, propibnico, butirico, isovalérico e isobutirico; intermediarios ao processo de

respiracdo anaerdbia.

4.4 Avaliagéo do substrato organico na remocéao de sulfato

Ensaios foram realizados a fim de verificar a relagéo entre o tipo de substrato
organico utilizado para o cultivo das BRS e a atividade bacteriana, indicada pela remogéo
de sulfato. O po de penas foi testado como um possivel substrato organico utilizado para o
cultivo de BRS. Dessa maneira, foram feitos testes contendo apenas o pé de penas como
matéria organica (condicdo PP), p6 de penas acrescido lactato de sédio (condicdo PL) e
apenas o lactato de sédio (condigdo L), visto que o lactato de sddio € um substrato
amplamente utilizado no cultivo de BRS.

O consumo bioldgico de sulfato foi demonstrado em termos de Eficiéncia de
Remocao de Sulfato (ERS) que foi calculado como se segue:

ERS = [(Sin — S¢)/ Sin] X 100% Eq. 4.1
Onde S;, representa a concentracao de sulfato inicial, e S a concentracdo de sulfato final.

4.4.1 Lactato como substrato organico

A cultura mista obtida de sedimento da Lagoa do Gamba, previamente enriquecida
em meio de cultura Postgate C modificado, foi utilizada para os testes de remogéo de
sulfato utilizando apenas o lactato de s6dio como substrato organico. Para este ensaio e 0s
posteriores, o sulfato ferroso foi retirado da composicdo do meio de cultura, visto que a
formagdo de um precipitado negro obtido através da reacdo com o sulfeto produzido
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biologicamente, poderia interferir nas analises de densidade Optica e concentracdo de
sulfato.

Para obter razbes DQO/sulfato de 0,67; 1; 2 e 3, a concentracdo de lactato foi
calculada de acordo com a demanda quimica teorica (DQO), que é obtida a partir da sua
estequiometria de oxidagéo, e o valor de sulfato total do meio de cultura foi fixado em
29.L™, como mostra a tabela 4.2.

Tabela 4.2. Concentracgdo de lactato de sodio e sulfato total presente no meio de cultivo de
acordo com as raz6es DQO/sulfato tedricas determinadas.

Raz&o DQO/sulfato  Lactato de sodio (g.L™)  Sulfato total (g.L™)

0,67 1,2 2,0
1,0 1,8 2,0
2,0 3,7 2,0
3,0 5,6 2,0

Frascos de vidro de 170mL de volume util, contendo 142,5mL de meio de cultura,
em pH 7,0 e previamente esterilizados em autoclave (120°C; 1,0atm; 20min) acrescidos de
7,5mL de indéculo (5% v/v) foram utilizados para os ensaios em duplicata. Em condicGes
semelhantes, foram utilizados dois frascos como controle, estes ndo continham o inéculo.
Os frascos eram lacrados com tampa de borracha. O ensaio teve tempo de duracdo de 240
horas, sendo que aliquotas de aproximadamente 3mL eram retiradas, diariamente, para as
analises de crescimento microbiano (Densidade Optica), concentracdo residual de sulfato,

valor de pH e potencial de oxi-reducédo (Eh).

4.4.2 P6 de penas como substrato organico

Para analisar a possivel utilizacdo do p6 de penas comercial como um substrato
organico para o cultivo de BRS foram realizados ensaios avaliando a remocao de sulfato
em meio de cultura Postgate C Modificado, com e sem lactato de sodio, e concentracdes
variaveis de pé de penas.

Quando utilizado o lactato de sédio, a concentragdo empregada foi de 1,2 g.L™, que
é a menor concentracdo utilizada nos ensaios do item anterior (4.4.1). Outro ensaio avaliou

a remocao de sulfato tendo apenas o po de penas como fonte de matéria organica.
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Frascos de vidro de 170mL contendo 142,5mL de meio de cultura Postgate C
modificado, com e sem lactato, em pH 7,0 (previamente esterilizados em autoclave -
120°C; 1,0atm; 20min), 7,5 mL de inoculo (5% Vv/v) e 1%, 2%, 3% ou 4% (p/v) de pé de
penas foram utilizados para os ensaios em duplicata. Como controle foram utilizados
frascos nas mesmas condi¢des (p6 de penas com e sem lactato), ndo inoculados. O controle
também foi realizado em duplicata, e a concentracdo de pd de penas era de 2% (p/v).
Todos os frascos eram lacrados com tampa de borracha. Os experimentos tiveram duracao
de 240 horas. Diariamente, uma aliquota de aproximadamente 3mL era retirada para as
andlises da concentracdo de sulfato, Eh e pH. Nesses ensaios nos quais o p6 de penas foi
adicionado, ndo foi possivel obter os valores de D.O, ja que o pé de penas em suspensdo

interferiria nesse tipo de analise que leva em conta a turbidez do meio.

4.5 Relaco entre substrato e remocao de As**

4.5.1 Enriquecimento da cultura mista de BRS contendo As**

As culturas mistas obtidas para os ensaios de remoc¢do de sulfato, contendo: (1)
lactato de sodio; (2) lactato de sédio e pd de penas; e (3) somente pé de penas como
substrato organico, foram adaptadas ao meio de cultura Postgate C modificado contendo
As**. Uma solucéo estoque foi preparada utilizando NaAsO,, a concentracdo de As®* nessa
solucéo era de 1000mg.L™. Depois de autoclavada (120°C; 1,0atm; 20min), a solucéo foi
mantida estéril e acondicionada em geladeira. A adaptacdo da cultura foi iniciada
utilizando 0,5mL.L™" de As®*. Apés o crescimento microbiano, evidenciado pela formagéo
de precipitado de cor negra (devido a precipitacdo de FeS), a cultura passou a ser cultivada
em 1mg.L™ de As®*. O mesmo procedimento foi repetido, dobrando-se a concentrago de
As** a cada ciclo de trés repiques, até obter uma cultura capaz de crescer e remover sulfato
em uma concentracdo de 4mg.L™ de As®". Essas culturas adaptadas foram utilizadas para
os testes de remocéo bioldgica de sulfato e As®*. Assim, foram testadas trés condigdes
diferentes: lactato de sédio mais As** (condicdo LAs): lactato, po6 de penas e As>*

(condicio PLAS) e p6 de penas mais As®* (condigdo PPAS).
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4.5.2 Lactato como substrato organico

A remocdo de As®** foi analisada em ensaios contendo o meio de cultura (Postgate
C modificado) e indculo previamente adaptado em uma concentracio de 4mg.L™ de As**.

As mesmas relacbes DQO/sulfato utilizadas no item 4.4.1 foram também
utilizadas nos testes de remocao de As®**. Ou seja, razdes 0,67; 1; 2 e 3. Frascos de vidro de
600mL contendo 473mL de meio de cultura (Postgate C modificado), pH 7,0; previamente
esterilizados em autoclave (120°C; 1,0atm; 20min), 25mL (5%v/v) de inéculo e 2,1mL da
solucdo estoque contendo As®* foram utilizados para os ensaios em duplicata (figura 4.3).
Os frascos eram lacrados com tampa de borracha. O ensaio teve tempo de duracéo de 240
horas, sendo que diariamente, uma aliquota de aproximadamente 13mL era retirada para as
analises de crescimento microbiano, concentracdo de sulfato, valor de pH, potencial de
oxi-redugdo (Eh) e concentracdo de arsénio. Como controle foi utilizado um frasco

preparado nas mesmas condicGes, porém, ndo inoculado.
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Figura 4.3. Frascos de vidro (600mL) utilizados para os testes de remocdo de sulfato e
arsénio contendo apenas lactato como substrato organico.

4.5.3 P06 de penas como substrato organico

A cultura mista utilizada nos ensaios de remocéo bioldgica de sulfato, contendo o
p6 de penas com e sem lactato de sddio, foi previamente adaptada em meio de cultivo
(Postgate C modificado) contendo As®* (4mg.L™) para utilizacdo nos ensaios de remocéo
de As*".
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Dois ensaios diferentes foram realizados para avaliar a remocdo de As**. No
primeiro, foi utilizado apenas o p6 de penas como substrato organico (condigdo PPAS) em
diferentes concentracdes; no segundo, além do po de penas, foi utilizado também o lactato
de sédio (condicdo PLAs). Neste Gltimo, a concentracdo de lactato era fixa (1,2 g.L ™),
variando-se apenas a concentracdo do p6 de penas.

Em ambos os ensaios foram utilizados frascos com volume atil de 600mL onde
eram adicionados 473mL de meio de cultura Postgate C modificado (pH 7,0), previamente
autoclavado (120°C; 1,0atm; 20min), 25mL de inoculo; 2,AmL de solucdo estoque
contendo As®* e concentracdes variadas de pé de penas: 1%, 2%, 3% ou 4% (p/v) (figura
4.4). Um frasco contendo o mesmo volume de meio de cultura (com 1,2g.L™ de lactato),
solucdo estoque de As®*, 2% de p6 de penas (p/v), sem adicdo de inéculo, foi utilizado para
fins comparativos como controle. Os frascos foram lacrados com tampa de borracha. No
tempo de 240 horas de cultivo, aliquotas de 13mL eram retiradas a cada 24h para
realizacio das analises de concentracéo de sulfato, pH, Eh, e concentracdo de As**. Todos

os testes foram realizados em duplicata.

Figura 4.4. Frascos de vidro (600mL) utilizados nos testes de remocéo de sulfato e As®*
contendo po de penas.

A figura 4.5 representa os ensaios realizados em batelada na presenca e auséncia de
As*, e esquematiza as condigdes de cultivo utilizadas em relagdo ao substrato organico

utilizado apresentado nos itens anteriores.
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4.6 Métodos Analiticos

Os parametros avaliados durante os experimentos foram: valor de pH, potencial
de oxi-reducdo (Eh), concentracdo de sulfato, concentracdo de arsénio, e densidade Otica
(somente para o cultivo contendo lactato).

O crescimento microbiano foi determinado pelo metodo indireto baseado na
medida da turbidez do meio. O aumento do numero de células bacterianas durante o tempo
foi estimado pela densidade oOptica (D.O). A variacdo na absorbancia da amostra, analisada
em comprimento de onda de 600nm, esta relacionada com o aumento no numero de
células. Para a obtencéo da Densidade Optica foi coletada uma aliquota de 2mL de amostra
que foi analisada em um espectrofotdémetro uv/vis (Micronal — B582).

A concentragdo de sulfato foi estimada através do Método Turbidimétrico
(Kolmert et al., 2000). De acordo com esse método, o sulfato presente em solucdo é
precipitado através da adicdo de cloreto de bario na presenca de solucdo acida, assim, a
concentracdo de sulfato pode ser mensurada pela determinacdo da absorbancia em 420nm
em espectrofotdmetro uv/visivel (Micronal — B582).

Para a determinacdo da concentracdo de sulfato no meio, 1ImL de amostra era
diluida em baldo de 10mL, em seguida essa solucdo era centrifugada em centrifuga
(Thermo Multifuge X1R - rotor FIBERLite F155-8x50cy, 10000rpm, 15 min). Do
sobrenadante eram retirados 1mL e transferidos para um tubo cénico contendo 0 mesmo
volume de solugdo condicionante (tabela 4.3). Em seguida, o cloreto de bario, em excesso,
era adicionado, sendo entdo a solucdo levada ao espectrofotbmetro para leitura da

absorbancia em 420nm.

Tabela 1.3. Composicdo da solucdo condicionante utilizada para andlise da concentracdo
de sulfato.

Composicédo
Cloreto de Sadio 150 g
Glicerol 126 g
Acido Cloridrico 60 mL
Etanol (95%) 200 mL

Agua destilada g.s.p 1000mL
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As medidas de pH e Eh foram realizadas em um potenciostato digital DIGIMED,
com eletrodo combinado de platina. Para a determinacdo da concentracdo de As**, era
retirada uma aliquota de 10mL de amostra a qual era centrifugada (Centrifuga Thermo -
Multifuge X1R; rotor FIBERLite F155-8x50cy; 10000rpm, 15min). Logo em seguida a
amostra era filtrada em membrana de celulose 0,45um (Sartorius) e o filtrado
acondicionado em frascos ambar com volume de 10mL, acrescidas de acido nitrico (50uL)
para preservacdo da amostra. A anélise da concentracio de A" foi realizada em
Espectrofotdmetro de Emissdao Atémica com fonte Plasma (Spectro/Modelo — Ciros CCD
com Visdo Radial), pelo laboratério de Geoquimica Ambiental do Departamento de
Geologia da UFOP. Utilizando-se esta técnica era possivel determinar apenas a
concentragdo de arsénio total, porém, como era introduzido apenas o As>* nos meios de
cultivo, e, além disso, os frascos eram mantidos em condi¢des redutoras, foi admitido que a

concentracdo de arsénio total representava a concentracéo de As®".

4.7 Atividade metabolica das BRS em condigéo semi-continua

A atividade metabolica da cultura mista contendo BRS, utilizada nos itens
anteriores, foi avaliada em condicdo semi-continua. Os mesmos parametros analisados
anteriormente, na condicdo de cultivo em batelada, foram avaliados: pH, Eh, concentragao
de sulfato e As®*, em relagdo & diferentes concentracdes de substrato organico: lactato de
sodio e po de penas.

Para o emprego da condicdo semi-continua, um reator foi construido utilizando uma
coluna de condensacdo, comumente utilizada em destiladores. A coluna com 80cm de
altura e 4cm de diametro possui dimensdes internas de 60cm de altura e 2cm de didmetro
(figura 4.6). A coluna interna continha o meio de cultura (Postgate C modificado)
inoculado com a cultura obtida no item 4.2. Através da coluna externa era recirculada agua
destilada em uma temperatura de 32°C (+ 2°C) para manutencao da temperatura no interior
do reator. A &gua recirculante era mantida aquecida com a ajuda de um aquecedor de
bancada (Fisatom) e a circulacdo da dgua era garantida por uma bomba peristaltica.

Para a construcdo do reator, foi acoplada uma seringa de 10mL & porcéo inferior e
outra de mesmo volume & porcdo superior da coluna de condensacdo, de modo que o
volume (til utilizado no reator (coluna interna) era de 120mL. Através das seringas era

possivel alimentar o reator e retirar aliquotas para a realizagdo das analises de interesse.
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Cerca de 10mL era introduzidos ao reator para a alimentagdo e o0 mesmo volume era
retirado para a realizacdo das analises rotineiras. A alimentacdo do reator era realizada na
porc¢do inferior, enquanto a retirada de aliquotas para analises se dava na porcao superior,

gerando assim, um fluxo ascendente do afluente.

1 — Saldade
efluente

Entradade
afluente

Figura 4.6. Esquema (esquerda) e foto (direita) representando o reator semi-continuo.

O reator pode ser considerado semi-continuo uma vez que a alimentacdo nao
ocorria de forma continuada, mas sim em ciclos, em dias alternados. Para a partida do
reator, cerca de 120mL de meio Postgate C modificado foram previamente inoculados com
a cultura de BRS e introduzido no reator. O meio de cultura continha p6 de penas (2% p/v)
e lactato de sédio (1,2 g.L™*) como substrato organico.

Durante 32 dias o reator foi mantido em fase de estabilizagéo, para proliferacdo da
biomassa, sendo que nesse periodo a alimentacdo e retirada de aliquota do reator ocorria a
cada 7 dias. Decorrido o prazo de estabilizacdo, o reator passou a ser avaliado em dias
alternados. No periodo de 35 a 67 dias de operacao, o afluente sintético (meio de cultura)

sofreu acréscimo na concentracdo de lactato para 5,6g.L™, correspondendo ao valor
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utilizado para a razdo DQO/sulfato 3, porém, o p6 de penas deixou de ser introduzido
nesse periodo.

A partir do 70° dia de operacdo, houve o inicio de perda do pé de penas que foi
introduzido durante a fase de estabilizacdo do reator. Assim, no periodo de 70 a 93 dias de
operacdo, foi introduzido meio contendo lactato (5,6¢.L™") acrescido de p6 de penas (2%
p/v). A perda de p6 de penas ocorreu uma vez que este ndo estava imobilizado no interior
do reator, e o préprio fluxo do afluente carreava o pé de penas que era perdido quando se
retirava aliquotas do efluente. No 95° dia de operacdo, o meio introduzido no reator sofreu
nova modificacdo, deixou de ser adicionado o pé de penas e adicionou-se arsénio®*
(4mg.L™Y).

Desde o periodo de estabilizacdo do reator, 0 mesmo foi monitorado em relacdo ao
valor de pH, Eh e concentracdo de sulfato, que foi apresentada como Eficiéncia de
Remocéo de Sulfato (ERS), onde a concentragdo de sulfato inicial do reator era subtraida a
concentracdo final de sulfato de cada fase, definida na equacdo 4.1. A avaliagdo da
concentracdo de As®" remanescente sé foi iniciada no 113° dia de operagdo, ja que a
alimentacdo do reator era realizada em ciclos e ndo continuamente. A tabela 4.4 representa
de forma resumida as condic¢des de operacdo do reator. Todos os parametros analisados no
efluente do reator seguiram a metodologia descrita no item 4.6.

Tabela 4.4. CondicGes de operacdo do reator semi-continuo em relacdo aos dias de
operagéo.

Reator semi-continuo

Dias de
Fase Operacgdo Condicao

12 10-32°  Estabilizacdo. Meio contendo lactato (1,2g.L™) e p6 de penas (2% p/v)
28 35°-67°  Meio contendo apenas lactato (5,6g.L™)

32 70°-93°  Meio contendo lactato (5,6g.L™) e p6 de penas (2% p/v)

42 950-174°  Adicdo de As®* (4mg.L™). Meio contendo apenas lactato (5,6g.L™)

52 176°-202° Concentracdo de As®* de 8mg.L™. Meio contendo lactato (5,6¢.L™)
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5. Resultados e discussao

5.1 Coleta e Enriquecimento das BRS

Barbosa (2009) realizou estudos com BRS coletadas também da Lagoa do Gamba,
Ouro Preto (MG), obtendo remoc6es satisfatorias de sulfato e alguns metais pesados como
niquel, cobre e manganés. Por este motivo, esse local foi escolhido para a coleta de
sedimento que originaria o consorcio microbiano a ser utilizado no presente trabalho. O
sedimento coletado na Lagoa do Gamba4, e utilizado para o enriquecimento das culturas de
BRS, foi avaliado quanto a concentracdo total de arsénio, ndo sendo encontrado tal
metaldide no sedimento. Assim, 0S micro-organismos presentes nesse ambiente nao
estavam previamente adaptados ao contato com o elemento.

Ao realizar o enriquecimento da cultura, a presenca de BRS pode ser
indiretamente evidenciada pela formacédo de precipitado no meio. Esse precipitado de cor
escura se deve a formacdo de sulfeto de ferro (FeS) resultante da reacdo quimica entre o
ferro presente no meio e 0 H,S produzido microbiologicamente. Com isso, 0 meio de
cultura enegrecido foi usado como indicativo da presenca de BRS. Antes de cada ensaio, as
culturas foram adaptadas, através de sucessivos repiques, as condi¢des testadas: presenca
de pb de penas, presenca de lactato de sddio e de arsénio trivalente. A figura 5.1 mostra
frascos contendo cultura de BRS com a formagéo de precipitado negro de sulfeto de ferro,

caracteristico do crescimento microbiano.

Figura 5.1. Amostra LG. Cultivo em meio liquido, a 35°C, pH 7,0. Presenga (esquerda) e
auséncia (direita) de precipitacdo negro, caracteristico do crescimento de BRS.
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5.2 Caracterizacdo do po6 de penas

O p6 de penas utilizado nos ensaios de remocdo de sulfato e As®*" foi
caracterizado, objetivando avaliar seu potencial para uso como substrato organico para o
cultivo de BRS bem como sua influéncia no processo de imobilizacdo de As** soltvel. A
relacdo DQO/DBO indica o quanto o material seria biodegradavel. O valor obtido, 1,14
(tabela 5.1), aponta para a biodegradabilidade do material de acordo com dados tedricos
(Aziz e Tebbutt, 1980). Os compostos organicos presentes na fracdo liquida da suspensao,
produzida de acordo com o item 4.3, e que estariam disponiveis para serem usados no
processo de respiracdo anaerdbia pela cultura de BRS foram mensurados através da analise
de TOC, revelando uma concentracdo de 2302mg.L™ de carbono. Esses compostos
organicos, muito provavelmente, sdo, em sua maioria, proteinas, uma vez que o material
analisado (pé de penas) tem uma grande constituicdo protéica (Scapim et al., 2003). A
andlise da concentracdo de proteinas solUveis e glicose foi realizada na mesma solucgéo
utilizada para a anélise de TOC, apontando uma concentragdo de 23mg.L™ de proteinas e
6mg.L™ de glicose.

Foi ainda avaliada a concentracdo de sulfato solivel a partir da suspensao
contendo o pd de penas. O sulfato liberado por esse material poderia ser utilizado no
processo metabdlico das BRS. Porém, a concentragdo de sulfato obtida foi pequena,
84mg.L™", e pode ser considerada insuficiente para suprir 0 sulfato necessario para o
cultivo de BRS, visto que os meios de cultura mais comumente utilizados contém
concentracdes bem maiores de sulfato, da ordem de 2 a 4 gramas (Postgate e Gal, 1973).
Sendo assim, mesmo ao se utilizar o p6 de penas no cultivo de BRS é necessério a adicao
de sulfato ao meio.

Os 4&cidos organicos encontrados apés 240 horas de cultivo de BRS em meio
contendo pd de penas foram lactato e acetato, porém em concentracdes muito baixas,
apenas 12,5 e 4mg.L™, respectivamente. A auséncia de 4cidos organicos como propidnico,
butirico, isovalérico e isobutirico, parece indicar que ndo houve uma utilizacdo
significativa dos compostos organicos presentes no pé de penas no processo de respiracdo
pelas BRS.
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Tabela 5.1. Caracterizacdo fisico-quimica do pé de penas quanto a fracdo sollvel e

insolavel.
Fracdo solavel
P ieieeo msel el Composicao quimica (mg.L™)
Granulometria <24 mesh Sulfato 84 Cobre 0,013 Ferro 0,47
(0,71mm)
Densidade 1’24.23 DBO | 6661 Faésforo 71,1 Enxofre 340
g.cm total
Area 0’27 8.71 DQO | 7607 | Potéssio 163 Silicio 3
superficial m°.g
V_olume de 0’0203317 DQO/ 1,14 | Magnésio | 36,65 Zinco | 0,94
mIcroporos cm’.g DBO
Area de 1,038 . o
microporos Mgl TOC | 2302 | Manganés | 0,67 Calcio | 15,6

Os principais elementos quimicos presentes em solucdo aquosa contendo o pé de
penas estdo listados na tabela 5.1. Apesar de a grande maioria estar presente em baixas
concentragOes, esses dados podem indicar que o p6 de penas poderia ser utilizado como
uma fonte de nutrientes para o crescimento dos micro-organismos, uma vez que estdo
presentes elementos importantes aos processos metabdlicos, como: calcio, potassio,
magnésio, fosforo e enxofre. Além disso, o alto teor de enxofre presente no material pode
influenciar positivamente na imobilizacdo de As, tal aspecto sera discutido posteriormente
no item 5.3.5.

Em relacdo a fracdo solida do po de penas, esta foi analisada pela técnica de BET,
que fornece parametros como area superficial e volume de microporos do material. Esses
parametros séo importantes para materiais que serdo utilizados como adsorventes, uma vez
que a relacdo entre a area superficial do material e sua capacidade de adsor¢cdo sdo
diretamente proporcionais enquanto 0 oposto ocorre com relacdo a sua granulometria. A
area superficial obtida foi de 0,787 m%g™, e o volume de microporos observado foi de
0,00037 cm*®.g™' (tabela 5.1). Apesar de possuir uma area superficial e volume de
microporos bem inferior ao encontrado em outros materiais adsorventes, o pé de penas
pode ser utilizado como material adsorvente para a remogao de As**, o que foi comprovado
por Teixeira e Ciminelli (2005), que obtiveram remogdes de cerca de 170 pumolAs/g

biomassa.
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5.3 Relacéo entre o substrato organico e o metabolismo das BRS

5.3.1 Potencial de oxi-reducéo (Eh) e pH

O valor do potencial de oxi-redugdo (Eh) do meio € de extrema importancia para o
cultivo de BRS, uma vez que esse grupo microbiano requer um ambiente redutor para seu
crescimento, o que significa valores de Eh em torno de -100 a -300mV (Postgate et al.,
1984). A propria producdo de sulfeto gerada pelo metabolismo das BRS € responsavel por
manter baixo o Eh (Gibson, 1990), e esse, por sua vez, pode ser um bom indicativo da
atividade metabdlica das BRS. Assim, o Eh tem a tendéncia de diminuir com o passar do
tempo, quando ha a predominancia de BRS em um cultivo microbiano. A figura 5.2 mostra
os valores de Eh obtidos durante os cultivos em que foram utilizados substratos organicos
diferentes, na presenca e auséncia de As>".

Tanto a utilizacdo de lactato quanto de p6 de penas, ou mesmo a mistura entre 0s
dois, como substrato organico para o cultivo de BRS propiciou uma diminuigédo
consideravel do valor de Eh no meio. Indicando que ambos os substratos promovem um
ambiente adequado ao crescimento desses micro-organismos em termos de condicdes
redox. O mesmo efeito ndo foi observado para os frascos de controle abi6ticos. Assim, a
diminuicdo do valor de Eh nas condi¢cBes estudadas € totalmente dependente do

metabolismo das BRS.
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Figura 5.2. Valores de Eh em relacdo as diferentes condi¢des avaliadas: A e B — Lactato, C
e D — Lactato (1,29.L™) e p6 de penas (diferentes concentracdes), E e F — P6 de penas
(diferentes concentragdes). Auséncia (linha tracejada) e presenca de As®* (linha sélida).
Para A e B: o razdo DQO/sulfato 0,67; A razdo 1; o razdo 2; ¢ razdo 3; linha preta:
controle abidtico. Para C, D, E e F: azul: 1% de po de penas, laranja: 2%, verde: 3%,
vermelho: 4% e preto: controle abidtico.

No que diz respeito ao pH do meio de cultivo de BRS, é sabido que esses micro-
organismos tem capacidade de crescer em uma ampla faixa de pH, porém os valores onde
geralmente sdo obtidas as melhores remocdes de sulfato sdo em valores proximos a
neutralidade (Postgate et al., 1984). Além disso, Barbosa (2009) ao utilizar uma cultura

mista contendo BRS, que foi proveniente do mesmo ambiente que a cultura utilizada pelo
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presente trabalho (Lagoa do Gamba), encontrou remogdes de sulfato mais satisfatorias ao
se utilizar meio de cultura em pH neutro (7,0) do que em pH é&cido (5,5). Assim, foi
utilizado o valor inicial de pH 7,0 nos ensaios; a fim de garantir um ambiente favoravel a
atividade metabolica desses micro-organismos.

A figura 5.3 apresenta os valores de pH obtidos, nas diferentes condigOes
estudadas, em relacdo ao tempo de cultivo. Ambos os resultados, Eh e pH, foram obtidos a
partir das médias das duplicatas. No decorrer dos ensaios, os valores de pH de todas as
condicdes, apresentaram um decréscimo bem acentuado nas primeiras horas. Tal efeito foi
mais marcante naquelas condicGes de cultivo que empregavam o pé de penas de galinha
como fonte de nutrientes e material suporte, a acidificagdo do meio é diretamente
proporcional a massa de material sélido empregado. Além disso, este fenbmeno parece
depender da participacdo dos micro-organismos visto que a reducdo de pH é menor nos
frascos controle. Os baixos valores de pH muito provavelmente estdo relacionados ao
processo de respiracao celular, onde a metabolizacdo dos compostos organicos tem como
produto intermediario os &acidos organicos de cadeia curta. Com o passar do tempo,
entretanto, tais valores se aproximaram novamente do valor inicial, muito provavelmente,
devido a presenca de ions bicarbonato gerados pela degradacdo bioldgica do substrato
organico (Kaksonen et al., 2003), como pode ser observado em todas as condi¢Oes de
cultivo, exceto para os frascos de controle abioticos.

Ao se comparar as condi¢cdes de cultivo estudadas, é possivel perceber que a
introducdo de As®* no sistema ndo foi prejudicial ao metabolismo das BRS, o que pode ser
percebido pelos valores de pH e Eh que foram bem semelhantes tanto na presenca quanto
auséncia do metaldide.

Em relacdo as concentracGes de substrato organico utilizado nos testes, a variacao
ocorrida nesses ensaios ndo foi suficiente para interferir de forma substancial o

comportamento do pH e Eh do sistema.
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Figura 5.3. Valores de pH nas diferentes condic¢des estudadas: A e B — Lactato, C e D —
Lactato (1,29.L™) e p6 de penas, E e F — P6 de penas. Auséncia (linha tracejada) e presenca
de As®* (linha s6lida). Para A e B: o razio DQO/sulfato 0,67; A razdo 1; o razdo 2; ¢ razdo
3; linha preta: controle abidtico. Para C,D,E e F: azul: 1% de p6 de penas, laranja: 2%,
verde: 3%, vermelho: 4% e preto: controle abidtico.
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5.3.2 Crescimento microbiano (Densidade Optica)

O acompanhamento dos valores de D.O ao longo do cultivo foi realizado apenas
nos cultivos contendo somente o lactato de sdédio como substrato organico. Como essa
andlise depende da turbidez do meio, as amostras contendo p6 de penas tinham sua
turbidez afetada pelas particulas do p6 em suspensédo, havendo portanto, interferéncias na
analise indireta do crescimento microbiano por meio da medida da turbidez do meio.

Assim, foram comparadas as condi¢des contendo o lactato na presenca/auséncia
de As*". Através da figura 5.4 (médias das duplicatas) é possivel perceber que ambas as
condicdes apresentaram valores maximos de producdo de biomassa semelhantes, contudo,
0s picos relativos ao final da fase exponencial de crescimento apresentaram-se deslocados
em funcdo do tempo. Na auséncia de As®* a fase exponencial foi mais curta, sendo o
crescimento microbiano mais acentuado que na presenca do metaloide. No experimento
que continha As®* o crescimento microbiano mais lento indica que esse metaloide interfere
no cultivo dos micro-organismos. Teclu et al. (2009) observaram comportamento
semelhante; na presenca de As®* o crescimento celular das BRS foi ligeiramente afetado,
ocorrendo um aumento na fase lag e um crescimento mais lento dos micro-organismos.

Em relacdo as razdes DQO/sulfato, ambas as condi¢Ges apresentaram 0 mesmo
comportamento, sendo a maior relacdo (razdo 3,0) aquela na qual se que obteve maior
crescimento microbiano. Diversos autores (Barbosa et al., 2009; Velasco et al., 2008; El
Bayoumy et al., 1999) reportam a importancia da relagdo DQO/sulfato para o cultivo de
BRS e como essa relacdo pode ser determinante para o processo de remocéao de sulfato,
uma vez que, ao se modificar esta relacdo, observa-se variacdo na densidade de células,
principalmente em consdrcios microbianos mistos. A relagdo DQO/sulfato é importante
para assegurar a prevaléncia de BRS em um ambiente misto e é variavel em relacdo ao
consorcio utilizado, visto que culturas mistas contém diversidade e riqueza distintas de
micro-organismos (Chou et al., 2008). O predominio dos grupos microbianos determinado
pela relagdo DQO/sulfato, se deve a competicdo entre BRS e Bactérias Metanogénicas
pelos produtos intermediarios do metabolismo do substrato organico (lactato) como acetato
e H, (Oremland e Polcin, 1982).
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Figura 5.4. Densidade Optica em meio contendo lactato de sédio, na auséncia (A) e
presenca de As** (B). Azul — razdo 0,67; laranja — 1; verde — 2; vermelho — 3 e preto —
controle abidtico.

5.3.4 Consumo bioldgico de sulfato

O consumo de sulfato foi relacionado ao tipo de substrato organico utilizado
(lactato e/ou p6 de penas) e suas concentracbes (razdo DQO/sulfato ou porcentagem do po
de penas). A razdo DQO/sulfato teorica, de 0,67 foi comparada com as razdes 1,0; 2,0 e
3,0. A razdo teorica é considerada ideal, porque nessa concentra¢do todo o substrato
organico é metabolizado pela célula a dioxido de carbono (pelos micro-organismos
capazes de realizar a oxidacdo completa da matéria organica) via reducdo dissimilativa de

sulfato, de acordo com a equacdo 5.1:

2CH,0 + S04 > H,S + 2HCO3 (5.1)

Em relacdo ao cultivo contendo apenas lactato de sddio, é nitida a influéncia da
razdo DQO/sulfato em relacdo ao consumo de sulfato (tabela 5.2). Cada razdo obteve um
consumo distinto, sendo a razao tedrica a que promoveu a menor remocao de sulfato nas
condigdes testadas. Alguns autores ja& mostraram que a razdo DQO/sulfato considerada
ideal (0,67) ndo é a mais eficiente para o processo de remocdo de sulfato (Cao et al., 2008;
El Bayoumy et al., 1999). Alguns grupos de BRS ndo sdo capazes de consumir a matéria
orgénica completamente, ou seja, oxida-la a CO, assim, a razdo 0,67 ndo representaria de
fato a concentracdo de matéria organica necessaria para todo o consumo de sulfato. A
maior razdo (3,0) obteve o maior consumo de sulfato, tanto na presenca, quanto na

auséncia de As®*, sendo 84,3% e 56,2%, respectivamente.
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A presenca de metais pesados ou metaldides em um cultivo microbiano séo
geralmente toxicos para BRS porque sdo capazes de substituir ions essenciais que
compdem a estrutura celular e bloguear grupos funcionais de moléculas importantes como
enzimas, promovendo danos a integridade da membrana celular, desnaturacéo e inativagédo
de enzimas celulares (Sani et al., 2001), assim, a presenca desses compostos podem afetar
a atividade metabdlica e, consequentemente, diminuir a eficiéncia de remocéo de sulfato
pelos micro-organismos (Martins et al., 2009; Cabrera et al., 2006). Um comportamento
antagbnico, contudo, foi observado nos testes de remocdo de sulfato onde o lactato era
utilizado como substrato organico. Nesses testes, como mostra a figura 5.5, a remogéo de
sulfato foi maior na presenca do que na auséncia de As**. Tal fato pode ser explicado pela
diminuicdo da concentracdo de sulfeto presente no sistema, visto que este composto, em
altas concentracdes, pode inibir o metabolismo das BRS (Madigan et al., 2004). O As®*" a0
reagir com o sulfeto € precipitado, diminuindo suas concentra¢des na fracdo soltvel do
meio, favorecendo a atividade metabdlica das BRS. Na auséncia do As®" o sulfeto estaria
presente em maior concentracdo na fracdo soltivel do meio do que na presenca de As>*.
Nas concentracdes empregadas neste trabalho, o sulfeto soltvel parece possuir maior efeito
inibitorio sobre as BRS do que os ions arsenicais trivalentes.

Outra hipétese para 0 maior consumo de sulfato na presenca do As seria a pressao
seletiva exercida por esse composto durante o crescimento microbiano. Na presenca do
metaloide os micro-organismos ali presentes teriam a necessidade de estarem mais ativos
metabolicamente para conseguirem vencer esse estresse em sua condicdo de cultivo.
Assim, o consumo de sulfato consequentemente seria maior.

Quando o lactato foi utilizado juntamente com o p6 de penas, sua concentracdo
erade 1,29.L™, essa era a menor concentracdo utilizada nas razées DQO/sulfato analisadas,
escolhida pelo fato de disponibilizar pequenas concentracbes de matéria organica para o
metabolismo das BRS, forcando assim, que esses micro-organismos metabolizassem a
matéria organica presente no p6 de penas.

Nas condicGes onde o pé de penas estava presente, a remocdo de sulfato ndo sofre
variacdo em relagcdo a concentracdo do po de penas, ou seja, nas condi¢Bes experimentais
empregadas, pequenas variacdes na concentracdo desse material ndo sdo suficientes para
que se observem alteragdes no processo de remocgdo biologica do sulfato. Esse
comportamento foi percebido tanto na presenca quanto na auséncia de As**. Ao contrario

do que foi observado na condigdo contendo apenas lactato (figura 5.5 A e B), nos frascos
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contendo além do lactato, o pé de penas (figura 5.5 C e D) a remocdo de sulfato foi baixa e
semelhante tanto na presenca quanto na auséncia de As*".

Ao se utilizar apenas o p6 de penas como substrato organico (figura5.5E e F), a
remocao de sulfato foi ainda menor, inferior a 20%, tanto na presenca quanto na auséncia
de As**. O inéculo utilizado nos ensaios, apesar de conter uma cultura mista de micro-
organismos, muito provavelmente contém poucos grupos microbianos além das BRS, uma
vez que a producdo de sulfeto gerado pelo metabolismo das mesmas pode inibir o
crescimento de outros grupos bacterianos (Gibson, 1990). Assim, a auséncia de grupos
como bactérias fermentadoras e hidroliticas pode ter sido crucial para a disponibiliza¢do de
compostos organicos que pudessem ser utilizados no metabolismo das BRS. As BRS
utilizam como fonte organica, em sua maioria, compostos organicos de cadeia curta, que
podem ser gerados através da oxidacdo da matéria organica por outros grupos microbianos
(Muyzer et al., 2008). Ou seja, a matéria organica presente na solugdo contendo o pé de
penas pode ser complexa e a participacdo de outros grupos microbianos, além das BRS,
seria fundamental para a degradacdo dessa matéria organica.

Assim, € possivel admitir que o p6 de penas, utilizado como fonte de matéria
orgénica nas condicGes aplicadas nesse trabalho, ndo é suficiente como fonte exclusiva de
matéria organica para garantir o crescimento satisfatorio das BRS e o processo metabdlico
de reducdo e remocdo de sulfato.

Como evidenciado pela tabela 5.2, 0 pd de penas € um material interessante do
ponto de vista nutricional para o cultivo de BRS, porém, sua utilizagdo como Unica fonte
de matéria organica requer estudos mais aprofundados. Seu uso pode ser mais interessante
se aliado a outros compostos organicos ja conhecidos, como o lactato de sodio. O baixo
custo ao se empregar um residuo como o pd de penas representa interesse econémico. A
economia alcangada substituindo-se parte da matéria organica liquida (etanol ou lactato de
sodio) usualmente empregada nos processos de tratamento de sulfato, por um material
solido e de baixo custo pode ser interessante para o setor industrial.
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Figura 5.5. Consumo bioldgico de sulfato em relacdo as diferentes condi¢des estudadas: A
e B - Lactato, C e D — Lactato e p6 de penas, E e F — PO de penas. Auséncia (linha
tracejada) e presenca de As®* (linha continua). Para A e B: o razdo DQO/sulfato 0,67; A
razdo 1; o razdo 2; ¢ razdo 3; linha preta: controle abiotico. Para C,D,E e F: azul: 1% de po
de penas, laranja: 2%, verde: 3%, vermelho: 4% e preto: controle abidtico.
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Tabela 5.2. Remog&o bioldgica de sulfato e As>* por BRS em relacio ao tipo de substrato organico e sua concentraco inicial.

*ERS: Eficiéncia da Remogé&o de Sulfato

Cultivos sem Arsénio

Cultivos com Arsénio

Sulfato Sulfato As As
consumido ERS* consumido ERS* removido removido
(mg.L™) (%) (mg.L™) (%) (mg.L™) (%)
Condicéo L - Lactato Condigéo LAs - Lactato + As®*

Controle 23 1,1 0,147 3,5

Razdo 0,67 343 16,5 Razdo 0,67 29 1,3 1,69 38
Razéo 1 548 24,7 Razédo 1 102 4.4 1,90 49,1
Razdo 2 862 39,7 Razdo 2 1444 63,7 3,55 87,4
Razdo 3 1267 56,2 Razdo 3 1911 84,3 3,54 86,2

Condicéo PL — P6 de Penas + Lactato Condig&o PLAs - Lactato + P6 de Penas + As**
Controle 72 3,2 0,182 55
1% 582 24,5 1% 327 15,9 3,80 91,7
2% 941 37,2 2% 647 29,4 3,53 87,3
3% 928 36 3% 612 27,2 3,45 80
4% 854 34 4% 559 27,0 3,11 70,3
Condicdo PP — Pé de Penas Condicdo PPAs — P de Penas + As>*

Controle 12 0,3 0,184 4,2
1% 141 6,8 1% 208 8,9 3,21 76,3
2% 172 8,2 2% 141 6,8 3,15 72,9
3% 423 20 3% 298 10,9 3,34 73,6
4% 361 17,1 4% 397 13,4 3,55 85
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5.3.5 Imobilizacdo de As**

O As®* é um metaldide considerado téxico para diversos organismos, e
dependendo de sua concentragdo no meio, ele pode ser fator determinante para a inibicéo
do metabolismo de micro-organismos (Lizama et al, 2011). A concentragdo analisada
nesse estudo de 4mg.L™ parece ser insuficiente para inibir a atividade metabélica das BRS.
O cultivo de BRS empregado parece ser tolerante a presenca do metaloide nessa
concentracdo, uma vez que ndo houve prejuizos ao processo de redugdo do sulfato a
sulfeto, processo este dependente da atividade metabdlica das BRS. Para tratamentos
bioldgicos que visem & remocdo de metaldides como o As**, é de suma importancia que os
micro-organismos envolvidos no processo sejam capazes de, ndo somente tolerar sua
presenca, mas também, de permanecerem metabolicamente ativos. Sendo assim, é
necessaria, para qualquer tipo de tratamento onde serdo utilizados organismos vivos, uma
etapa de adaptacdo dos mesmos as condi¢cfes a que serdo submetidos posteriormente.

Na condicdo LAs as maiores remocdes de As>* estavam relacionadas as maiores
remocdes de sulfato e consequentemente as maiores razdes DQO/sulfato. Nessa condigdo é
possivel perceber que quanto maior a remogdo de sulfato, ou seja, producdo de sulfeto,
maior é a remocgdo de As®". Possivelmente nessa condicdo a remocéo de As>* estava
associada a formacdo de sulfetos arsenicais insollveis, resultantes da interacdo com o
sulfeto biogénico produzido pelas BRS.

Conforme demonstrado na tabela 5.2, nas condi¢des PLAs e PPAs, a remocao de
sulfato ndo foi fortemente influenciada pela concentracdo de pd de penas, e a remocdo de
As** foi bem semelhante em todas as concentracdes de pé de penas avaliadas. Por outro
lado, quando se comparam as remocdes de As obtidas na condicdo LAs (razdo
DQO/sulfato 0,67) com aquelas obtidas nas condi¢cGes PLAs observa-se que a remocao de
sulfato aumentou consideravelmente de 38% para aproximadamente 80%. A utilizacdo do
po de penas nos cultivos contendo BRS ndo representou melhorias em relacdo a redugéo do
sulfato (tabela 5.2), porém, foi determinante para a imobilizacdo do As**. A concentracio
de As removido apresentado pela tabela 5.2 foi calculado a partir da concentracéo inicial,
menos a concentracgdo final, presente no meio liquido de cultivo.

A figura 5.6 mostra a remocéo de As>* em relacdo ao consumo bioldgico de
sulfato. Esse perfil € mostrado apenas para as condi¢fes: LAs — razéo 3; condicdo PLAS —
4% e condicdo PPAs — 4%. Nas condi¢Ges PPAs e PLAS, a concentracdo de sulfato quase
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n&o se altera ao longo do tempo de cultivo, enquanto que a concentracio de As®* é bastante
diminuida, principalmente nas primeiras horas de cultivo. Nessas condicdes, é possivel que
outro mecanismo de imobilizacdo do As®* esteja presente, ao invés da precipitagdo como
sulfeto metalico.

Na condicdo LAs é possivel observar que a medida que houve a remocéo de
sulfato, o As®* também teve sua concentracdo diminuida, sendo esses dois processos,
portanto, relacionados. A menor concentragdo de As>* presente em solucdo foi obtida nas
ultimas horas de ensaio, quando foram obtidas as menores concentracdes de sulfato. A
remogdo de As®* ocorreu de forma gradual na condicdo LAs, contudo 0 mesmo
comportamento ndo ocorreu nas outras condigdes. Esses resultados indicam que,
possivelmente, o processo de remocdo de As®* tenha ocorrido de forma distinta nas

diferentes condicdes estudadas.
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Figura 5.6. Remoc&o de arsénio em relagdo ao consumo de sulfato nas diferentes condi¢des
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Nos ensaios que visavam avaliar a remocgdo do As®**, foram utilizados frascos
controles, cultivados em condigdes semelhantes, porém sem a adic¢do de indculo (BRS). Os
testes controles apresentaram remocéo de As®* insignificante em todas as condicdes (tabela
5.2), se comparada as remocOes obtidas quando na presenca de BRS, fato este que
evidencia a importancia dessas bactérias para o processo de imobilizagdo de As®". Todavia,
a figura 5.6 mostra claramente que o processo de imobilizagdo de As®*" ndo estd
diretamente relacionado com a remoc¢édo de sulfato. Assim, possivelmente 0s processos
envolvidos na imobilizacdo do As** na presenca do pé de penas sejam a precipitagdo —
como sulfeto metélico; e a adsorcao na superficie do material.

O pd de penas foi testado pela primeira vez por Teixeira e Ciminelli (2005), como
um material biossorvente para 0 As**. A eficiéncia e a seletividade do material foram
comprovadas, com capacidade maxima de 170 pmolAs**/g biomassa, em pH 5,5.

A baixa remocdo de As>* nos testes controle pode estar associada ao potencial
redox do meio. Teixeira e Ciminelli (2005) mostraram ser necessario o tratamento prévio
do p6 de penas com agentes redutores, para que as interacdes entre os grupos sulfidrila,
presentes na superficie do pé de penas, e 0 As®* ocorressem. Esse tratamento nio foi
realizado durante os testes desse trabalho, j& que o proprio metabolismo das BRS
forneceria o agente redutor necessario - o sulfeto. Quando utilizado o inéculo juntamente
com o pé de penas, a remocéo de As** é bem superior que quando utilizado o p6 de penas
sem indculo (controle). Esse fato permite admitir que a maior parte da imobilizacdo do
As** obtida nas condicdes PPAs e PLAs é devida ao processo de adsorcdo ocorrido na
superficie do pd de penas e ndo através de precipitacdo como sulfeto metélico.

Outro fato que vem corroborar com esta hipétese € o fato de que os processos de
adsorcdo geralmente ocorrem de maneira rapida, sendo a superficie do material adsorvente
saturada nas primeiras horas de contato com o adsorvato (Mantell, 1951). Esse perfil foi
observado neste trabalho, nas condi¢cdes PPAs e PLAs (figura 5.6), indicando mais uma
vez a ocorréncia de tal fendmeno.

A literatura aponta que as melhores remocdes de As®* quando associado a
presenca de enxofre, ocorrem em condigdes com baixos valores de pH, em torno de 2 e 5,5
(Lizama et al, 2011; Battaglia-Brunet et al, 2009, Teixeira e Ciminelli, 2005). Porém esses
valores de pH néo sdo ideais para o cultivo de BRS, sendo que nessas condicdes, a grande
maioria dos géneros de BRS tem sua atividade metabdlica diminuida (Battaglia-Brunet et
al, 2009; Gibson, 1990). O presente trabalho utilizou um valor de pH inicial de 7,0; por ser

esse um valor adequado para garantir a atividade metabolica das BRS. Assim, as condic¢des
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de cultivo utilizadas neste trabalho ndo foram as ideais, em termos de pH, no que diz
respeito ao processo de imobilizacdo de As®*, apesar de ainda ter sido possivel obter
remocdes bem satisfatorias do metaldide. A adaptacdo das BRS em condicbes
moderadamente acidofilas, em pH em torno de 5,5 por exemplo, poderiam resultar em
remogdes de As>* mais satisfatorias.

O aumento consideravel na remocéo de As** observado nas condicdes em que ha
a presenca de po de penas (PPAs e PLAS), se comparado ao obtido na condi¢do que ndo ha
a presenca desse material (condicdo L), revela que o material em questdo exerce influéncia
na remoc¢do do metaldide. Uma vez que a producdo de sulfeto é bastante pequena nas
condicBes PPAs e PLAs, é possivel dizer que outro processo de imobilizacdo do As**
esteja ocorrendo simultaneamente com a precipitacdo, nessas condicdes. Os testes
realizados no presente trabalho indicam que, possivelmente, a imobilizacdo do As®*
ocorreu por precipitacdo quimica, ao reagir com o sulfeto, e por adsor¢do na superficie do

po de penas.

5.4 Atividade Metabdlica das BRS em condi¢do semi-continua

5.4.1 Avaliacao do potencial de oxi-reducéo (Eh) e pH do meio

A estabilizagdo do reator foi realizada utilizando o meio de cultura contendo
lactato e pd de penas como substrato organico, e o indculo obtido no item 4.2, previamente
adaptado a uma concentracdo de 4mg.L™" de As**. Durante aproximadamente 32 dias o
reator foi alimentado e houve a retirada de amostra a cada 7 dias. Durante as duas
primeiras fases de operacdo do reator (aproximadamente 60 dias), tanto os valores de pH
qguanto de Eh oscilaram com frequéncia, durante esse periodo havia a aclimatizacdo da
biomassa, e 0 sistema ainda ndo havia alcancado a estabilidade. A figura 5.7 mostra a
relacdo entre o pH e o Eh obtido durante a operacdo do reator.

Apos a segunda fase, depois do 67° dia de operacdo, os valores de pH e Eh
tornaram-se mais constantes. Desde o inicio dessa fase o Eh permaneceu baixo (em torno
de -300 mV) indicativo de ambiente propicio ao crescimento das BRS. Um ambiente
redutor se deve, provavelmente, a producéo de sulfeto gerada pelo metabolismo das BRS
(Gibson, 1990; Madigan et al., 2004). Por outro lado o pH continuou oscilante, mesmo na
segunda fase de operacdo, variando entre 7,6 e 8,6, esses valores ligeiramente alcalinos,

provavelmente se devem a producdo de bicarbonato gerado pela degradacdo do substrato
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organico pelas BRS (Kaksonen et al., 2003). Tais valores, contudo, encontram-se dentro
do esperado e de acordo com a legislacédo brasileira para lancamento de efluentes.

Durantes as fases 4 e 5, nas quais havia a presenca de 4 e 8mg.L™* de As*,
respectivamente, os valores de Eh e pH ndo sofreram alteracdes, permanecendo com o
mesmo comportamento obtido nas fases anteriores; indicando que a presenca do metaldide,
nessas concentracdes, ndo estaria inibindo a atividade metabdlicas das BRS presentes no

reator semi-continuo.
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Figura 5.7. Relacdo entre os valores de pH e Eh ao longo da operacdo do reator semi-
continuo, nas diferentes condicdes estudadas.

5.4.2 Consumo de sulfato

Na fase de estabilizacdo o consumo bioldgico de sulfato foi bem moderado,
devido a aclimatizacdo da biomassa no interior do reator e provavelmente devido a baixa
disponibilidade de matéria organica, uma vez que a concentracdo de lactato empregada foi
de apenas 1,2g.L™. Na condigdo em batelada, essa concentrac&o de lactato juntamente com
0 pé de penas (condigdo PL) ndo promoveu remogdes de sulfato muito satisfatorias. Assim,
na segunda fase de operacdo do reator, o meio de cultura passou a conter a maior

concentracdo de lactato testada em batelada, 5,6g.L™, porém, sem introducdo de p6 de
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penas. Considerando-se a lenta dissolugdo do material sélido, o reator continha ainda o pé
de penas remanescente da primeira fase de operagao.

A tabela 5.3 mostra as porcentagens de remocao de sulfato nas diferentes fases de
operacdo do reator. Para calculo da porcentagem foi considerada a concentracao de sulfato
ao final de cada fase em relacdo a concentracdo de sulfato inicial do reator. Assim, na
segunda fase de operacdo a concentracdo de sulfato teve um decréscimo mais acentuado
que na primeira fase, sendo removido em torno de 56,1% ao final dessa fase, no 67° dia de
operacdo. A partir do 70° dia de operacdo a alimentacdo ocorreu com meio contendo além
do lactato (5,69.L™), 2% (p/v) de p6 de penas. Ao longo dessa fase a remocéo biolégica de
sulfato foi ainda mais acentuada, em torno de 78,8 %. O aumento do consumo de sulfato
alcancado nessa fase evidencia a importancia da concentracdo do substrato organico
fornecido para o metabolismo das BRS além de mostrar a melhora no processo de remogéo
de sulfato ao se introduzir o p6 de penas.

A reintroducdo de p6 de penas no reator foi necessaria pelo fato de ter ocorrido
perda desse material como consequéncia das retiradas de aliquotas. Como o reator
encontrava-se em fluxo ascendente de alimentacdo, o proprio fluxo carreava o material,
que era perdido. Durante a montagem do reator ndo foi introduzido nenhum dispositivo
que pudesse reter o p6é de penas em seu interior, € ao longo do seu funcionamento foi
percebido a importancia deste. Uma alternativa seria a utilizacdo de uma barreira fisica no
interior do reator para a retencdo do po de penas, 0 que provavelmente aumentaria também
a retencdo celular, podendo aumentar a eficiéncia do reator (Silva et al., 2006; Ory et al.,
2004).

Tabela 5.3. Eficiéncia na remocdo de sulfato nas diferentes fases de operacdo do reator
semi-continuo.

Reator semi-continuo

Sulfato inicial Sulfato final ERS* ERS*
Fase (mg.L ™) (mg.L™) (mg.L ™ (%)
12 1902 1702 200 10,5
28 1902 835 1067 56,1
32 1902 403 1499 78,8
42 1902 296 1606 84,4
5e 1902 3409 - -

*ERS: Eficiéncia na Remocéo de Sulfato.
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Os testes realizados em condi¢do semi-continua permitem uma comparagdo com
os dados obtidos na condigdo em batelada, realizada anteriormente. No reator ndo ha a
presenca de head space, presente nos frascos em batelada, portanto, o experimento semi-
continua oferece uma condicdo de anaerobiose mais adequada que aquela obtida em
batelada. Esse fato pode ter influenciado positivamente o processo de remocao de sulfato e
explica 0os maiores consumos de sulfato observados durante a operacdo do reator se
comparado aos testes em batelada.

A partir do 95° dia de operacdo, foi iniciada a introducdo de As®* (4mg.L™?) ao
meio de cultivo do reator. Nessa fase, 0 meio de cultura empregado ndo continha p6 de
penas, devido & capacidade deste material em adsorver As®* (Teixeira e Ciminelli, 2005).
O pb de penas deixou de ser utilizado nessa fase para que ndo houvesse uma remocao de
As®* antes mesmo da entrada do meio no reator, o que afetaria a avaliacdo de remocéo do
metal6ide ocorrida no interior do reator. Durante os periodos de 113 a 134 dias de
operacdo, a concentracao de sulfato no efluente do reator foi ligeiramente mais alta que nos
dias anteriores, o que pode ser explicado pela presenca do metaldide. Durante esse curto
periodo os micro-organismos ali presentes estavam se adaptando a nova condi¢do com a
presenca do As>* (figura 5.8). Apds esse periodo a concentracdo de sulfato voltou a
diminuir, sendo bem préxima a encontrada na fase de operagdo anterior, que nao continha
As®*. No sistema semi-continuo a presenca de As** na concentracdo de 4mg.L*
aparentemente, ndo alterou o metabolismo do consoércio microbiano presente no reator. O
que difere da condicdo em batelada, visto que nessa condicdo, a presenca de As®*
aumentou consideravelmente a eficiéncia de remogé&o do sulfato.

Contudo, com a introducdo de 8mg.L™ de As®* no reator, fase 5, a concentracio
de sulfato aumentou abruptamente, indicando que a atividade metabdlica das BRS foi
comprometida (figura 5.8). Em contrapartida, os valores de Eh e pH obtidos durante essa
fase, ndo sofreram grandes alteracdes. Ainda assim, parece que essa concentracéo de As**
pode ser considerada prejudicial ao metabolismo do consércio microbiano empregado. E
necessaria uma maior observacdo sobre a influéncia do As®" nessa concentracdo no
processo de remocdo de sulfato, possivelmente depois de alguns dias de operacgdo, oS
valores de sulfato voltem a cair, indicando um restabelecimento da atividade microbiana
no reator, tal qual ocorreu durante a fase 4, com a concentragdo de As®** de 4mg.L™.

Ao longo das fases de introdugéo de As®* no reator houve a perda de p6 de penas
ao longo da retirada de amostra, portanto a influéncia desse material ficou comprometida

nessas fases (42 e 59).
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Figura 5.8. Relaco entre a concentragéo de sulfato e os valores de Eh no efluente do
reator semi-continuo nas diferentes condicGes analisadas.

5.4.3 Imobilizacdo do As**

Do 95° até o 174° dia de operacdo (fase 4), o reator foi alimentado com o efluente
sintético contendo As>*, inicialmente a concentragdo do metal6ide era de 4mg.L™,
ocorrendo uma remocgdo de aproximadamente 98% durante essa fase de operagdo, com
concentracdo de As residual de 0,073mg.L™. Do 176° ao 202° a concentragdo de As
introduzida no reator passou a ser de 8mg.L™, e durante essa fase (5% fase) a remocéo de As
também foi da ordem de 98%, sendo o menor valor de As obtido no efluente de
0,062mg.L™, no ultimo dia de operacdo da 5° fase. A figura 5.9 mostra a relacio entre a
remocdo de As>* e a concentracdo de sulfato no reator durante as fases 4 e 5. Devido ao
carater semi-continuo do reator, onde ndo havia mistura completa do meio em seu interior
(meio estratificado), a presenca do metaloide ndo é detectada imediatamente a sua adicdo,
mas sim ap6s algumas coletas (figura 5.9). Além disso, ndo foi possivel indicar a
concentracdo de As®* no efluente do reator em todos os dias de coleta, visto que a
metodologia utilizada para a analise do As®* (item 4.6) era capaz de detectar somente
concentracdes maiores que 0,0408mg.L™ e alguns pontos encontravam-se fora do limite de
deteccdo, provavelmente abaixo do valor minimo detectavel. Sendo assim, pode-se

considerar que quase todo o As presente foi removido da fase liquida. Esses pontos néo
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foram representados na figura 5.9, e a auséncia desses dados limita as discussdes sobre 0s
mecanismos de remogao de As** no reator.

Diferentemente da condicdo batelada, na condi¢cdo semi-continua néo é possivel
diferenciar claramente os processos de remoc¢éo de As por precipitacdo quimica na forma
de sulfeto ou adsor¢do na superficie do pé de penas. Nessa fase a concentragdo de p6 de
penas no reator era bem pequena, visto que esse material estava sendo carreado juntamente
com o efluente retirado do reator, portanto, € provavel que a maior porcentagem da
remocao de As®* tenha ocorrido por precipitagdo quimica, entre o sulfeto e o As*".

De todo modo, as condigdes oferecidas pelo reator semi-continuo, (pH, Eh,
anaerobiose, substratos organicos) foram eficazes no processo de imobilizacdo do As*,
sendo este quase que completamente removido do sistema. O reator continua em operagéo
e maiores concentracdes de As®* serdo gradativamente adicionadas ao sistema, o que pode
revelar mais detalhes sobre o processo de imobilizacdo do metaldide ocorrido nesse
sistema especifico.
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Figura 5.9. Relagdo entre a remogéo de As® e concentracdo de sulfato durante as fases 4 e
5 de operacéo do reator semi-continuo.
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6. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho, que relacionam o metabolismo
microbiano das BRS ao uso de diferentes substratos organicos em diferentes
concentracdes, indicam que o p6 de penas € um material de interesse biotecnoldgico e
econémico para o cultivo de BRS, oferecendo nutrientes importantes ao metabolismo dos
mesmos. A adicdo de po de penas ao meio de cultivo contendo pequenas concentracdes de
lactato de sddio aumentou significativamente a reducdo de sulfato pelas BRS. Ao se
utilizar, contudo, exclusivamente o p6 de penas como substrato orgénico, 0s mesmos
resultados ndo foram observados. Assim, o po de penas pode ser utilizado no cultivo de
BRS, porém, sua utilizacdo concomitante a de outro substrato organico, como o lactato,
seria mais interessante do ponto de vista da eficiéncia do processo.

Ao utilizar-se exclusivamente o lactato de s6dio como fonte de matéria organica,
observou-se que a remocdo de As** foi diretamente proporcional & remocdo de sulfato
(producédo de sulfeto), indicando que o metaldide fora removido por precipitagdo, como
sulfeto metalico. Todavia, na presenca do pé de penas, a remocdo de As®* independe da
reducdo de sulfato e ocorreu, em maior parte, devido a adsor¢do do mesmo na superficie
do material. A adicdo do pé de penas aumentou significativamente as porcentagens de
remocdo de As®*, sendo que pequenas variagdes na sua concentragdo ndo foram suficientes
para interferir nas remocdes de As®*. O p6 de penas representa, portanto, um interessante
material no processo de imobilizacdo biolégica do As** em pH neutro, ou préximo da
neutralidade, em condicgdes redutoras.

Os parametros analisados em sistema batelada ao serem comparados com o sistema
semi-continuo mostraram que comportamentos semelhantes ocorreram em ambas
condigdes, indicando a possibilidade de extrapolar os dados aqui trabalhados para uma
condicdo mais pratica, como a construcdo de reatores em maior escala que possam tratar
volumes maiores de efluente com maiores teores de arsénio. Dados como esses sdo de
extrema importancia para difundir os conhecimentos gerados dentro da academia
deixando-os ao alcance de toda a sociedade, principalmente do setor minero-metaldrgico,

grande interessado nos tratamentos de efluentes ricos em sulfato e metais.
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7.

Sugestdes para trabalhos futuros

O presente trabalho foi importante para o inicio de uma discusséo cientifica para o

uso de um residuo industrial ainda pouco explorado, o p6 comercial de penas de galinha.

Como visto anteriormente, esse material representa um potencial biotecnoldgico e

econémico na utilizacdo de tratamento de efluentes contendo sulfato e arsénio. Assim,

algumas propostas de trabalho séo sugeridas como:

Avaliar mais detalhadamente os componentes do p6 de penas, tanto da fracédo solida
quanto solavel.

Investigar mais detalhadamente a capacidade de adsorcdo do As®* pelo p6 de penas
na presenca de BRS, através de isotermas de adsorcdo. Além de testar a
possibilidade de adsorver outros metais ou poluentes.

Investigar a imobilizagdo de As®* em maiores concentracdes.

Adaptar consércios microbianos contendo BRS em condi¢des moderadamente
acidofilas, e avaliar a remocdo de As®* por esses micro-organismos.

Associar 0 po de penas a outros substratos organicos e avaliar a remogéo de sulfato
por BRS.

Utilizar reator de fluxo continuo inoculado com BRS e acrescido de p6 de penas
para a remocdo de sulfato e As®* em maior escala. Além disso, otimizar as
condicdes de operacdo do reator avaliando diferentes métodos para retencdo da
biomassa e do pé de penas.

Identificar os micro-organismos presentes no consércio microbiano.
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