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Resumo 

 

A presença de arsênio (As) em efluentes industriais e em águas de consumo representa um 

grande risco aos organismos vivos. A remoção desse metalóide é realizada usualmente por 

meio de processos físico-químicos e mais raramente por processos biológicos. Neste 

trabalho, foi empregada uma metodologia biológica alternativa baseada no cultivo de 

bactérias redutoras de sulfato (BRS), foi testado também um material residual de baixo 

custo ainda pouco explorado, o pó comercial de penas de galinha. Tal material foi avaliado 

quanto ao seu potencial em ser utilizado simultaneamente como fonte de matéria orgânica 

para o crescimento de BRS e material suporte sólido para imobilização de arsênio 

trivalente (As
3+

). Os experimentos em batelada e em condições semi-contínuas 

compararam a eficiência de remoção de sulfato e As
3+

 na presença de dois substratos 

orgânicos distintos: lactato de sódio e/ou pó de penas de galinha. Em batelada, a remoção 

de As
3+

 aumentou consideravelmente quando o pó de penas foi acrescido ao sistema, de 

38% para aproximadamente 80%, com concentração inicial de 4mg.L
-1

. A condição semi-

contínua foi testada utilizando um reator de fluxo ascendente, operado por 202 dias, no 

qual se obteve remoção de sulfato e As
3+

 de aproximadamente 84% e 98%, 

respectivamente; sendo a concentração inicial de sulfato de 2000mg.L
-1

. Foram testadas 

duas concentrações iniciais de As, 4 e 8mg.L
-1

. Na condição em batelada, na presença do 

pó de penas, a remoção de As
3+

 não foi fortemente relacionada à remoção de sulfato, 

comprovando a participação ativa do material residual na imobilização do metalóide. O 

presente estudo demonstra que o pó comercial de penas de galinha é um material 

interessante do ponto de vista de cultivo de BRS visando à remoção de As
3+ 

em condições 

redutoras, dispensando a usual necessidade da presença de um agente oxidante forte que 

promova a oxidação prévia das espécies trivalentes de arsênio a fim de garantir sua 

remoção da fase líquida. 
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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
3+

). 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
3+

 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
3+

 removal were 

approximately 84% and 98%, respectively. In batch conditions, and in the presence of 

powder feathers, removal of As
3+

 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. 
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1. Introdução 

 
O crescimento da atividade industrial observado nas últimas décadas trouxe como 

consequência o aumento na geração de resíduos e uma maior preocupação com a 

interferência que os mesmos podem causar ao ambiente se descartados de forma incorreta. 

A legislação brasileira é responsável por orientar ações que devem ser tomadas em relação 

ao descarte e tratamento de resíduos, porém o impasse entre a lei e seu cumprimento ainda 

é preocupante. É de fundamental importância que os resíduos sólidos e efluentes 

industriais, agrícolas, ou domésticos, tenham um tratamento adequado antes de serem 

descartados nos corpos hídricos ou nos solos. 

Tanto resíduos gerados de forma natural quanto antropogênica, contêm uma série 

de compostos que podem ser bastante danosos ao ambiente e ao seres vivos (Latif et al., 

2011). Os metais, por exemplo, estão presentes em efluentes de indústrias metalúrgicas, de 

produção de corantes e tintas, galvanoplastia, produção de baterias e pilhas, em Drenagem 

Ácida de Mina (DAM), entre outros.  

A DAM é um tipo de resíduo líquido gerada naturalmente, quando minerais 

sulfetados presentes em resíduos de mineração são oxidados em presença de água. Esta 

solução age como agente lixiviante dos minerais presentes no resíduo produzindo um 

percolado rico em metais dissolvidos, e sulfato (Neculita et al., 2007). Quando o mineral 

lixiviado é a arsenopirita, por exemplo, há a formação de um percolado rico em sulfato e 

arsênio, um metalóide bastante tóxico mesmo em baixas concentrações (na ordem de ppm).  

O arsênio é considerado bastante tóxico aos organismos vivos, uma que vez que, 

ao ser absorvido, a maior parte dos compostos contendo arsênio, sejam eles orgânicos ou 

inorgânicos, acaba sendo convertida ao trióxido de arsênio, o qual reage muito rapidamente 

com os grupos sulfidrilas (-SH) de proteínas, inibindo a ação de enzimas que contenham 

estes grupamentos em seus sítios ativos e bloqueando a respiração celular (Tsalev e 

Zaprianov, 1985). 

A remoção de sulfato contido em efluentes pode ser obtida tanto física e 

quimicamente, quanto biologicamente por micro-organismos capazes de reduzir o sulfato 

presente no efluente em sulfeto. Nesse sentido, são reconhecidas as Bactérias Redutoras de 

Sulfato (BRS) como o grupo microbiano empregado nesse tipo de tratamento biológico de 

efluentes (Upadhyaya et al., 2010; Teclu et al., 2009; Muyzer et al., 2008). 

A remoção de arsênio em águas contaminadas se dá, principalmente, pela 

conversão do arsênio solúvel numa fase insolúvel. Alguns métodos físico-químicos são 
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utilizados, como a adsorção de espécies de arsênio em óxido-hidróxidos de ferro ou 

alumínio, troca iônica e osmose reversa (Greenleaf, et al., 2006; Badruzzaman, et al., 

2004; Ning, 2002). Contudo, a utilização de BRS nesse tipo de tratamento pode ser uma 

alternativa muito eficaz, uma vez que a reação entre o sulfeto e o metal (metalóide) solúvel 

produz um composto (sulfeto metálico) que possui uma solubilidade muito baixa se 

comparada aos oxido-hidróxidos metálicos. Além disso, o sulfeto metálico é um composto 

bastante estável, sendo uma forma mais segura de imobilização de um metal ou metalóide 

(Lens et al., 2007). 

Para o sucesso do tratamento biológico de efluentes utilizando as BRS, a escolha 

do substrato orgânico necessário para o cultivo desses micro-organismos é determinante. A 

natureza do substrato orgânico e sua concentração devem ser levadas em consideração 

(Barbosa, 2009; Velasco et al., 2008). Com isso, o substrato orgânico utilizado pode 

representar um custo elevado ao processo. A escolha de materiais que muitas vezes são 

considerados resíduos de outros processos industriais, como substrato orgânico para o 

cultivo de BRS, pode ser uma boa alternativa para diminuir os custos do processo.  

Alguns matérias como melaço (Teclu et al., 2009), vinhaça (Martins et al., 2009), 

resíduo da indústria de queijo (Costa e Duarte, 2005) foram avaliados como substrato 

orgânico para o cultivo de BRS, representando alternativas de interesse econômico. A 

busca de materiais alternativos para o cultivo de BRS é de suma importância para a 

viabilidade desse tipo de processo. Esse trabalho avalia o pó de penas comercial como um 

possível substrato orgânico para o cultivo de BRS, além disso, foi analisada a influência 

desse material na remoção de As
3+

 presente em solução. 
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2. Objetivos 

 

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

sulfato e arsênio trivalente (As
3+

) de um efluente sintético (meio de cultura acrescido de 

arsenito de sódio). A possível utilização de um material residual abundante e pouco 

utilizado, o pó comercial de penas e vísceras de galinha foi avaliada. Sua possibilidade de 

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

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

Foi também avaliada a influência do pó de penas no processo de imobilização do As
3+

. 

Como objetivos específicos podem ser destacados: 

 Selecionar uma cultura mista de micro-organismos capaz de crescer e consumir 

sulfato em meio de cultivo específico para crescimento de BRS (Postgate C 

Modificado) com lactato de sódio e/ou pó de penas como substrato orgânico. 

 Caracterizar o material pó de penas quanto a composição físico-química e orgânica. 

 Avaliar a eficiência de remoção de sulfato pelas cepas cultivadas nos substratos 

orgânicos estudados sob diferentes condições de cultivo. 

 Determinar uma concentração de substrato orgânico ideal para o processo de 

redução de sulfato e utilizar essa condição para a análise da imobilização de As3+ 

em meio sintético. 

 Comparar a eficiência na remoção de sulfato na presença e ausência de As
3+

 

utilizando lactato de sódio e/ou pó de penas. 

 Utilizar as melhores condições de cultivo em batelada e compará-las às condições 

semi-contínuas, utilizando um mini-reator. 
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3. Revisão Bibliográfica 

 

3.1 Resíduos líquidos e legislação brasileira 

 
É recente a preocupação dos órgãos públicos em relação ao descarte de resíduos 

com alto poder poluidor, principalmente quando esses resíduos têm como destino os 

corpos hídricos. Em 1934, foi publicado o primeiro decreto (Decreto 24.643, Código das 

Águas) que tenta, de forma ainda tímida, dar suporte às questões ambientais. Somente em 

1960 foi publicado o primeiro decreto brasileiro (Decreto 49.974-A, Código Nacional de 

Saúde) que trata de forma mais específica sobre a poluição das águas, classificando-as de 

acordo com seus usos preponderantes (Von Sperling, 1998).  Desde então, a legislação 

brasileira tem melhorado de forma significativa, mas ainda vemos o impasse entre a lei e 

seu cumprimento. De 2005 a 2011 a resolução CONAMA/357 direcionou sobre os padrões 

de lançamento dos efluentes líquidos no Brasil e classificou os corpos de água de acordo 

com sua utilização. Em março de 2011 foi publicada a resolução CONAMA nº 430, que 

alterou alguns parâmetros da resolução CONAMA anterior (357/2005) e passa a ser a 

vigente. Também em 2011 foi publicada a portaria nº 2914, que dispõe sobre os 

procedimentos de controle e de vigilância da qualidade da água para consumo humano e 

seu padrão de potabilidade.  

Nas últimas décadas, com o aumento da atividade industrial, cresce também a 

preocupação com o destino dos resíduos produzidos neste setor. O efluente industrial pode 

ser gerado durante os processos de produção industrial, ou ainda nas etapas de lavagem de 

pátio, máquinas, tubulações; assim, o efluente gerado poderá conter uma diversidade muito 

grande em relação ao tipo de agente poluidor, dependendo, principalmente do tipo de 

produto formado pela indústria (Von Sperling, 2005). Os agentes poluidores podem, 

portanto, ser (i) de natureza orgânica, como lipídeos e proteínas, encontrados em efluentes 

de indústrias de laticínios, matadouros, suinoculturas; pesticidas e herbicidas, utilizados na 

agricultura; ou (ii) de natureza inorgânica, sendo alguns metais e os metais pesados 

considerados como os mais danosos ao ambiente; tais compostos estão presentes em 

efluentes de indústrias metalúrgicas, de produção de corantes e tintas, produção de baterias 

e pilhas, na drenagem ácida de mina, entre outros. 

Além dos metais pesados, outro agente poluidor inorgânico comum em efluentes 

industriais é o íon sulfato (SO4
2-

), e este pode estar associado à presença de metais pesados 

em alguns efluentes industriais. O sulfato está presente em águas residuárias geradas por 



 

5 

 

indústrias de galvanoplastia, refino de petróleo, produção de papel e celulose, e por 

drenagens ácidas de mina (DAM), dentre outras. As DAM´s contém tanto sulfato como 

metais pesados, e constituem um grande problema ambiental vinculado a extração de 

minérios sulfetados (Groudev et al., 2008).  

Quando há a exposição de minerais sulfetados e estes são oxidados na presença de 

água, há a formação de um percolado rico em sulfato e metais pesados. Esse percolado é 

conhecido como Drenagem Ácida de Mina (Von Sperling, 2005). A formação da DAM 

pode ser explicada pelas equações seguintes: 

 

FeAsS + 9H2O  FeOOH + H2AsO3
-
 + SO4

2-
 + 15H

+
 + 12e

-             
(eq.3.1) 

H2AsO3
-
 + H2O  HAsO4

2-
 + 3H

+
 + 2e

-                                                              
(eq.3.2) 

 

O mineral oxidado pode ser, por exemplo, a pirita (FeS2), liberando grande 

quantidade de ferro na água; ou outros minerais, como calcopirita (CuFeS2) liberando 

cobre e ferro, ou ainda, arsenopirita (FeAsS) liberando arsênio solúvel (Von Sperling, 

2005). 

A remoção de sulfato e de metais pesados de efluentes industriais pode ser 

realizada por tratamento químico. Geralmente a remoção se dá pela adição de carbonato de 

cálcio (CaCO3) havendo formação de precipitado contendo sulfato e metais. Contudo, essa 

técnica requer um alto custo operacional, além da geração de grande volume de lodo (Von 

Sperling, 2005). O tratamento biológico, utilizando Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) 

vem como uma alternativa eficiente e economicamente viável (Kaksonen et al., 2003; 

Rizzo et al., 2004) a esta metodologia. Como consequência do metabolismo das BRS, o 

sulfato presente em solução é utilizado como aceptor final de elétrons durante a respiração 

anaeróbia. Com isso, o íon sulfato é reduzido a sulfeto, principalmente sob a forma de 

sulfeto de hidrogênio (H2S). 

Em relação à presença do íon sulfato nos efluentes, a legislação brasileira, de 

acordo com a Portaria 2914/2011, determina que seu limite de lançamento nos efluentes 

deve ser de 250mg.L
-1

, a portaria em questão dispõe sobre os procedimentos de controle e 

de vigilância da qualidade da água para consumo humano e sobre seu padrão de 

potabilidade. Além disso, o lançamento de efluentes nos corpos hídricos não deve 

descaracteriza-los, ou seja, a concentração máxima de sulfato nos corpos hídricos também 

não deve ultrapassar o valor de 250mg.L
-1. 
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3.2 Arsênio 

 

O Arsênio (As) é o 20º metalóide mais abundante na crosta terrestre (Lièvremont 

et al., 2009). A disponibilização desse elemento no meio ambiente pode ocorrer de forma 

natural ou antropogênica. Em águas naturais, o arsênio está presente principalmente na 

forma de compostos inorgânicos, com valências 3+ e 5+ (Lièvremont et al., 2009). Em 

meio aquoso, o As pode ser encontrado sob a forma de arsenito (AsO3
-3

) e arsenato   

(AsO4
-3

), referindo-se, respectivamente a espécies trivalentes e pentavalentes. A toxicidade 

das diversas espécies de arsênio decresce na seguinte ordem: compostos de As
3+

 

inorgânico>compostos de As
5+

 inorgânico> compostos de As
3+

 orgânico>compostos de 

As
5+

 orgânico. Em termos de intensidade, o As
3+

 inorgânico é 60 vezes mais tóxico que o 

As
5+

 inorgânico (USEPA, 2000).  

O arsênio elementar não é tóxico, mas é rapidamente convertido a produtos 

tóxicos pelo organismo humano. A maior parte dos compostos contendo arsênio, sejam 

eles orgânicos ou inorgânicos, acaba sendo convertida pelo organismo ao trióxido de 

arsênio, o qual reage muito rapidamente com os grupos sulfidrilas (-SH) de proteínas, 

inibindo a ação de enzimas que contenham estes grupamentos em seus sítios ativos e 

bloqueando a respiração celular (Tsalev e Zaprianov, 1985). 

As fontes naturais de contaminação por arsênio podem estar associadas a 

fenômenos geotermais e vulcânicos e ainda à ocorrência de rochas auríferas sulfetadas, 

como é o caso da região do quadrilátero ferrífero em Minas Gerais. A mineração de ouro 

nessa região foi a principal responsável pela liberação de grandes concentrações de arsênio 

presentes em águas subterrâneas e de consumo. Borba et al. (2004) avaliaram a 

concentração de arsênio total em água superficial e subterrânea em Mariana e Ouro Preto, 

MG. Em muitos pontos de coleta foram encontradas concentrações de arsênio superiores 

ao limite máximo permitido, de 50 µg.L
-1

 (CONAMA 430). Esse dado requer atenção uma 

vez que parte da população dessas duas cidades utiliza como água de abastecimento aquela 

retirada direto de mina, sem nenhum tipo de tratamento.  

Ainda como fontes antropogênica de contaminação de arsênio, podemos destacar 

a utilização de pesticidas, inseticidas, produção de vidro e atividades relacionadas à 

preservação de madeira (Borba, 2002). 

A exposição crônica ao arsênio pode levar ao desenvolvimento de câncer de pele, 

pulmão, próstata, bexiga, rim e fígado. Outras patologias também podem ocorrer, como: 
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hiperpigmentação cutânea, hemorragias gastrointestinais, arritmias cardíacas, confusão 

mental, entre outras (USEPA, 2000; WHO, 2009). 

Os processos que visam à remoção de As de meios aquosos têm, geralmente, por 

objetivo, converter o arsênio solúvel numa fase insolúvel. Nesse sentido, alguns métodos 

físico-químicos são utilizados, como a adsorção de espécies de arsênio em óxido-

hidróxidos de ferro ou alumínio, troca iônica e osmose reversa (Greenleaf, et al., 2006; 

Badruzzaman, et al., 2004; Ning, 2002). Uma vez que os ciclos biogeoquímicos do ferro e 

do arsênio estão intimamente relacionados em sistemas naturais, a presença de Fe afeta a 

especiação do As, uma vez que o ferro pode catalisar a reação de oxidação da espécie de 

arsênio trivalente (mais solúvel), produzindo sua espécie oxidada menos estável (menos 

solúvel) (Lièvremont et al., 2009). Os (oxi)(hidro)óxidos de ferro são especialmente 

importantes e efetivos na sorção e/ou coprecipitação de arsênio (Henken, 2009). 

O principal fator que determina a especiação do As é o pH do meio (Lizama et al., 

2011) o que pode ser observado pela figura 3.1. Em águas naturais onde o pH é em torno 

de 6 a 9, o arsenito é mais comumente encontrado como espécie neutra (H3AsO3), 

enquanto o arsenato é encontrado como espécie carregada negativamente (H2AsO4
-
 e 

HAsO4
-2

) (figura 3.1). Espécies carregadas são mais facilmente removidas que espécies 

neutras e podem ser removidas por sorção, troca iônica ou precipitação. Portanto, o 

arsenato é mais facilmente removido de águas naturais que o arsenito. 

 

Figura 3.1. Especiação do arsenito (esquerda) e arsenato (direita) em função do pH (Teclu 

et al., 2008). 

  

Os processos de remoção de arsênio são considerados bem distintos aos processos 

de remoção de outros metais como cobre, zinco e manganês (Lizama et al., 2011). Metais 
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como Cu e Zn são cátions e precipitam facilmente em pH básico, já as espécies de As são 

neutras ou ânions e requerem condições ambientais mais específicas para sua remoção 

(Lizama et al., 2011). A natureza da espécie de As envolvida no processo de remoção é de 

fundamental importância, porém as condições ambientais e a interação com outros 

elementos químicos também devem ser consideradas. 

Os micro-organismos podem participar dos processos de remoção de arsênio 

mediando reações de oxi-redução ou influenciando nos mecanismos de precipitação (Gadd, 

2004). As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) podem ser efetivas no processo de 

remoção de arsênio, uma vez que o sulfeto produzido através do metabolismo desses 

micro-organismos pode se ligar ao arsênio solúvel e precipitá-lo sob a forma de sulfeto 

metálico. Duncan e colaboradores (apud Lizama et al., 2011) sugerem em seu trabalho que 

a remoção biológica de As ocorre, em maior parte, como precipitados minerais contendo 

S-As. Teclu et al., (2008) utilizaram culturas mistas de BRS em estudo para precipitação 

de arsênio 3+ e 5+, como sulfeto metálico; conseguindo uma eficiência de remoção de 55 e 

77%, respectivamente, utilizando uma concentração inicial de 0,5mg.L
-1

.  

Em Drenagem Ácida de Mina, o processo inicial de remoção de As mediado por 

BRS ainda é pouco conhecido, porém, a adsorção ou coprecipitação com outros sulfetos 

metálicos têm sido proposta (Lizama et al., 2011). A formação de sulfeto de arsênio 

insolúvel deve ocorrer apenas depois que as condições 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 remoção de As de forma direta ou indireta. Esses micro-organismos 

coexistem em ambientes como os solos (Macur et al., 2004). 

As espécies de arsênio em água podem ter diferentes vias de transformação e 

remoção: (1) precipitação, (2) coprecipitação, (3) sorção em sólidos, (4) metilação, e (5) 

reações de oxidação e redução (figura 3.2) (Lizama et al., 2011). 
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Figura 3.2. Principais processos de imobilização das espécies de arsênio As
3+

 e As 
5+

 e a interação com outros elementos químicos. Extraído e 

adaptado de Lizama et al. (2011). 
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A precipitação se refere a reações entre espécies dissolvidas formando sólidos 

insolúveis. Esse processo pode ser resultante da oxidação, redução ou mudanças de pH do 

meio. Em ambientes oxidados, com altos níveis de As
5+

, a precipitação deste com Ca, Mg, 

Al e Fe
3+

 pode ocorrer. Em ambientes reduzidos e na presença de S e Fe, o As pode ser 

precipitado na forma de composto insolúvel como a orpimenta As2S3, no qual o As está 

presente como As trivalente, e arsenopirita (AsFeS). A Orpimenta (Ouro-pigmento) 

precipita em ambientes contendo pouco Fe, porém ricos em sulfeto, especialmente sob 

condições ácidas (Lizama et al., 2011). A USEPA considera que a precipitação química, e 

em particular a precipitação de arsenato férrico, só ou em combinação com outros métodos 

de precipitação, é a melhor tecnologia para o tratamento de efluentes contendo arsênio 

(Harris e Krause, 1993). 

A coprecipitação é o processo pelo qual substâncias solúveis se incorporam aos 

precipitados durante sua formação, ela pode ocorrer por adsorção, onde um determinado 

composto é adsorvido na superfície do precipitado; como é o caso do As coprecipitado 

com (oxi)hidróxidos de ferro (Gadd, 2004). 

O processo de sorção ocorre quando adsorção e absorção estão envolvidos 

simultaneamente, ou quando ambos processos não podem ser distinguidos. Adsorção se 

refere à remoção de íons ou outras espécies dissolvidas, de líquidos ou gases pela 

acumulação na superfície de um material sólido (Lizama et al., 2011). O processo de 

adsorção mais comum envolve a troca iônica. O sucesso do processo de adsorção depende 

das propriedades da superfície do adsorvente, da concentração e da especiação das espécies 

químicas presentes, da competição entre espécies químicas e do pH do meio (Stollenwerk, 

2003). Já o processo de absorção é a assimilação de espécies químicas no interior de 

substâncias sólidas (Henken e Hutchison, 2009). Um material que seja utilizado como 

sorvente deve ser primariamente analisado de acordo com suas características físico-

químicas a fim de garantir o sucesso ao se utilizar esse tipo de tratamento. 

A sorção do arsenato com a maioria dos hidróxidos metálicos, especialmente de 

Fe e Mn, e com argila tem sido reportada na literatura, sendo que, óxidos de ferro são 

melhores adsorventes para As do que argilas (Lizama et al., 2011, Gadd, 2004). 

A sorção de oxiânions arsenicais é sensível a presença de ânions competidores, 

como por exemplo, fosfato (PO4
-3

, HPO4
-2

, H2PO4
-
), sulfato (SO4

-2
), carbonato (CO3

-2
), 

bicarbonato (HCO3
-
) e cloreto (Cl

-
) (Mukherjee et al., 2009). O fosfato possui a mesma 

configuração tetraédrica do arsenato, e, portanto, pode desorver o As
5+

 de diferentes 

superfícies (Henken, 2009). Em águas contendo concentrações muito altas de sulfato, este 
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pode diminuir a sorção de As. Porém, essa competição pode ser diminuída ao se reduzir o 

sulfato a sulfeto, pelo metabolismo das BRS (Lizama et al., 2011). 

A metilação seguida de volatilização de metalóides como o mercúrio, selênio e 

arsênio são fenômenos que ocorrem em ambientes aquáticos (Kosolapov et al., 2004). Em 

condições anóxicas e ambientes redutores, o As pode ser convertido no gás arsina, que é 

um composto altamente tóxico. Exemplos de arsinas voláteis são: arsina AsH3, metilarsina 

CH3(AsH2), dimetilarsina (CH3)2AsH. A formação 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 

metilação do arsênio. 

3.3 Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) 

 

As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) representam um grupo de micro-

organismos que realiza a redução dissimilativa do íon sulfato. Esse processo difere da 

redução assimilativa onde os íons sulfato são reduzidos a sulfeto e este é incorporado às 

moléculas orgânicas como os aminoácidos e coenzimas (Madigan et al., 2004). Na redução 

dissimilativa, o íon sulfato atua como agente oxidante para a metabolização da matéria 

orgânica, da mesma forma que atua o oxigênio na respiração convencional. O sulfeto 

produzido pela redução do sulfato é normalmente excretado na forma de H2S livre 

(Postgate et al., 1984). A degradação da matéria orgânica, tendo o sulfato como oxidante, 

pode ser resumida de acordo com a equação 2.4: 

 

Matéria Orgânica (C, H, O) + SO4
2-

  HS
-
 + HCO

3-                             
(Eq. 3.4) 

 

As BRS têm ampla distribuição, estando presentes em ambientes anaeróbios 

terrestres ou aquáticos. O grupo das BRS contém representantes considerados muito 

versáteis em termos de colonização do ambiente. É possível encontrar BRS em ambientes 

considerados inóspitos, como fontes hidrotermais e domo de lama vulcânica, onde as 

temperaturas são bem elevadas (Elsgaard et al., 1994); em locais com alta pressão como as 

fendas oceânicas e sedimentos marinhos (Jeanthon et al., 2002); em ambientes ácidos 

como as drenagens ácidas de mina (Johnson, 1995) ou em locais extremamente alcalinos, 

como em lagos de soda (Pikuta et al., 1997). Em contrapartida, as BRS são mais 

comumente encontradas em regiões bentônicas de lagos, rios e mares (Gibson, 1990). A 
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diversidade microbiana referente ao grupo das BRS está intimamente relacionada com o 

tipo de ambiente colonizado e reflete a complexidade biológica do grupo. 

A presença das BRS com alta atividade metabólica é facilmente revelada pela 

presença de precipitado negro resultante da precipitação do sulfeto de ferro, e ainda pelo 

cheiro do sulfeto de hidrogênio característico (Postgate et al., 1984). 

Esses micro-organismos são de fundamental importância nos ciclos 

biogeoquímicos do carbono e enxofre. Estima-se que cerca de 50% da matéria orgânica 

despejada em ambientes marinhos possa ser degradada pelas BRS (Gibson, 1990). O 

enxofre pode ser encontrado em uma variedade de estados de oxidação, sendo os mais 

significantes: -2 (sulfeto e enxofre orgânico reduzido), 0 (enxofre elementar) e +6 (sulfato). 

Agentes químicos ou biológicos contribuem para a transformação de um estado de 

oxidação do enxofre para outro. Os principais micro-organismos envolvidos no ciclo do 

enxofre são as Bactérias Redutoras de Sulfato e as Bactérias Oxidantes de Enxofre, um 

esquema resumindo o ciclo do enxofre e representado a participação dessas bactérias está 

representado na figura 3.3 (Tang et al., 2009). 

 

Figura 3.3. Representação esquemática do ciclo do enxofre. Extraído e adaptado de Tang et 

al. (2009). 
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O ciclo do enxofre consiste em reações de oxidação e redução dos compostos 

contendo enxofre. O sulfato quando reduzido, tem a função de atuar como aceptor de 

elétrons em vias metabólicas de alguns micro-organismos, como as BRS, sendo convertido 

a sulfeto. Já o sulfeto pode ser doador de elétrons para o metabolismo de micro-organismos 

fototróficos e quimiolitotróficos, como as Bactérias Oxidantes de Enxofre, sendo 

convertido a enxofre elementar ou sulfato (Tang et al., 2009). 

Em relação aos compostos orgânicos, em ambientes aeróbios, os micro-

organismos heterótrofos são capazes de mineralizá-los a CO2, já em ambientes anaeróbios, 

a mineralização da matéria orgânica é bem mais complexa e, muitas vezes requer a 

interação entre diferentes grupos de micro-organismos. Cada grupo microbiano realiza 

uma oxidação parcial da matéria orgânica, e seus produtos metabólicos são assimilados por 

outros grupos, até a completa oxidação do composto orgânico (Figura 3.4) (Muyzer et al., 

2008, Barbosa, 2009). 

Os compostos de alto peso molecular como proteínas, ácidos nucléicos, 

carboidratos e lipídeos são hidrolisados a produtos de baixo peso molecular como ácidos 

orgânicos e alcoóis. Esses compostos podem ser fermentados em ácidos graxos voláteis 

(acético, propiônico e butírico). O processo final da oxidação dos compostos orgânicos é a 

degradação desses ácidos graxos. Em ambientes com concentração de sulfato suficiente, a 

degradação dos ácidos graxos é realizada pelo metabolismo das BRS, podendo ocasionar o 

acúmulo de acetato e H2, esses compostos serão, por fim, degradados pelas metanogênicas 

e BRS acetoclásticas atuando em sintrofismo (Muyzer et al, 2008; Gibson 1990; Postgate 

et al., 1984). As relações mutualísticas entre as espécies de uma comunidade microbiana 

são primordiais para a manutenção da estrutura e diversidade funcional do ecossistema 

(Mcinerney et al., 2008). Porém, em ambientes naturais, a variedade dos substratos 

orgânicos disponíveis e a diversidade de espécies presentes, tornam complexas as 

interações entre as espécies (Muyzer et al., 2008). 
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Figura 3.4. Vias de degradação microbiana de matéria orgânica em ambientes anóxicos na presença (a) e na ausência de sulfato (b). Extraído 

de Barbosa (2009). 
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O ambiente favorável ao crescimento das BRS, em geral, têm como 

características: condições moderadamente alcalinas (pH 7,0 – 7,8), mesofílicas (28 – 38º 

C) e ambientes redutores cujo os valores de Eh se encontrem na faixa de -150 a -300 mV 

(Madigan et al., 2004). A atividade metabólica de BRS, porém, já foi observada em 

ambientes ácidos de drenagens ácidas 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), termofílicos (Domingues et al., 2006; Jeanthon et al., 2002; Elsgaard et al., 

1994) e psicrofílicos (Vandieken et al., 2006; Knoblauch et al., 1999; Sass et al., 1998). 

Como dito anteriormente, o potencial de oxi-redução (Eh) do ambiente é fator 

importante para o cultivo das BRS, sendo esse valor determinado pela natureza química do 

ambiente ou pela influência dos subprodutos da atividade metabólica das BRS. A própria 

produção de sulfeto proveniente do metabolismo das BRS já seria suficiente para atingir os 

valores de Eh necessários, porém a adição de agentes redutores ao meio de cultivo pode ser 

realizada utilizando: ditionato de sódio, ascorbato de sódio e tioglicolato de sódio (Gibson, 

1990) contudo, o tioglicolato de sódio se utilizado em altas concentrações pode inibir o 

crescimento de algumas espécies de BRS (Madigan et al., 2004)
 

As BRS têm considerável 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 orgânica e fonte de elétrons, como melaço de cana (Teclu et al., 2009), resíduo da 

indústria de vinho – vinhaça (Martins et al., 2009) e resíduo de indústria de produção de 

queijo (Costa e Duarte, 2005). Essas fontes alternativas de matéria orgânica para o cultivo 

de BRS são de grande interesse, principalmente econômico, uma vez que muitas delas são 

resíduos de algum tipo de processo industrial, sendo obtidas a baixos custos (Costa e 

Duarte, 2005). Além dos compostos orgânicos, o H2 pode ser também utilizado pelas BRS 

como doador de elétrons. A escolha correta de um substrato orgânico 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 orgânicos, quando utilizados como fonte de elétrons, ou seja, fonte 

de energia para o metabolismo, podem também atuar como fonte de carbono para a 

biossíntese celular. Os micro-organismos que necessitam, como fonte de energia e fonte de 

carbono, dos compostos orgânicos são considerados heterótrofos, e a grande maioria das 

BRS é heterotrófica. Já aquelas BRS que utilizam H2 como fonte de energia podem utilizar 
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o CO2 do meio como fonte de carbono, sendo consideradas, portanto, autótrofas (Madigan 

et al., 2004) 

A utilização de substratos orgânicos no metabolismo desses micro-organismos 

pode ser realizada de duas formas distintas. Com a sua oxidação completa ou incompleta. 

De acordo com isso, o lactato, um substrato amplamente utilizado, pode seguir duas vias 

de oxidação representadas pelas equações seguintes (Gibson, 1990): 

 

2CH3CHOHCOO
-
 + SO4

-2
  2CH

3
CHOO

-
 + 2HCO3 + HS

-
 + H

+
                (Eq. 3.5) 

∆G
0
´= - 160kJ/mol sulfato 

2CH3CHOHCOO
-
 + 3SO4

-2
  6HCO3 + 3HS

-
 + H

+
                                     (Eq. 3.6) 

∆G
0
´= - 85kJ/mol sulfato 

 

A oxidação incompleta de compostos orgânicos distingue dois grupos 

fisiológicos: os oxidantes completos e incompletos. Os oxidantes completos são capazes de 

mineralizar os compostos orgânicos até CO2, já o incompletos convertem a matéria 

orgânica até acetato. Essas distinções se referem a grupos fisiológicos e não sistemáticos 

(Martin et al., 2006). 

O metabolismo das BRS é dependente da redução de sulfato, e este processo 

inicia-se após a entrada do sulfato endógeno no interior da célula. Uma vez dentro da 

célula a redução do sulfato se dá pela ação da ATP sulfurilase que combina o sulfato e 

ATP produzindo adenosina fosfossulfato (APS), bem como pirofosfato, que pode ser 

clivado posteriormente a fosfato inorgânico. O APS é então rapidamente convertido em 

sulfito (SO3
-
) pela enzima citoplasmática APS redutase (Cypionka 1987, 1989). 

O sulfito pode ser reduzido à sulfeto por diferentes sulfito redutases. Dentre as 

enzimas mais conhecidas estão bissulfito redutase, desulfoviridina e desulforubina (Lee e 

Peck 1971). Essas enzimas são semelhantes, porém, a desulfoviridina apresenta uma 

coloração vermelho fluorescente, e por essa razão é utilizada em testes para diagnóstico de 

Desulfovibrios (Postgate et al., 1984). Os intermediários da redução de sulfito a sulfeto são 

metabissulfito (S2O5
-2

), ditionito (S2O4
-2

), tritionato (S3O6
-2

) e tiossulfato (S2O3
-2

) (Gibson, 

1990). 

Desde a descoberta da redução dissimilatória do sulfato por BRS, elas têm sido 

descritas como micro-organismos anaeróbios obrigatórios, e apenas atingindo a condição 

de anaerobiose seria possível isolar essas bactérias (Postgate et al., 1984). Porém, alguns 

estudos têm mostrado que as BRS são capazes de sobreviver na presença de O2 (Sarti, 
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2007; Mongensen, 2005), podendo ser consideradas anaeróbias tolerantes. A capacidade da 

respiração aeróbica tem sido detectada em muitos gêneros de sulfato-redutoras 

(Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfobacterium e Desulfococcus) (Dilling e Cypionka, 

1990). A capacidade de sobreviver a longos períodos de exposição ao oxigênio pode ser 

vista como uma adaptação para a dispersão em novos ambientes. Como exemplo, pode ser 

citada a presença de BRS em água de consumo, podendo sobreviver a aproximadamente 72 

dias de aeração (Bade apud Barton e Hamilton, 2007). A presença de enzimas 

antioxidantes como superóxido dismutase, NADH oxidase e catalase, tem sido reportada 

em muitas espécies de Desulfovibrio, e seriam as responsáveis pela tolerância ao O2 

(Hatchikian apud Barton, 1995).
    

 

O sulfeto de hidrogênio é o principal produto no processo de redução dissimilativa 

de sulfato e este composto é tóxico para muitos micro-organismos, até mesmo as BRS 

apresentam certa sensibilidade a ele. Espécies do gênero Desulfotomaculum são sensíveis a 

concentrações de 4 a 7 µM.L
-1

(Widdel e Pfennig, 1977; Klemps et al., 1985). A presença 

de H2S no meio pode funcionar como uma estratégia para eliminar outros grupos 

microbianos, fazendo com que as BRS prevaleçam em determinado ambiente (Martin et 

al., 2006). O sulfeto de hidrogênio é ainda um forte agente redutor e pode reagir 

quimicamente com oxiânions presentes em solução, além disso, o H2S produzido pelas 

BRS pode reduzir alguns metais (Cr(VI)  Cr(III); SeO3
-2

 Se
0
) tornando-os menos 

tóxicos (Barton, 1995).  

Os gêneros de BRS podem ser identificados levando-se em conta uma variedade 

de parâmetros: oxidação de uma fonte de carbono específica, formação de esporos, 

motilidade, coloração de Gram, morfologia, % mol de CG, tipo de flagelo, resistência a 

antibiótico e por fim as técnicas de biologia molecular utilizando rRNA (Postgate et al., 

1984; Madigan et al., 2004). 

O interesse biotecnológico nas BRS está no fato de o sulfeto, produzido pelo 

metabolismo desses micro-organismos, ser capaz de se ligar à cátions metálicos. Essa 

aplicação tem vantagens em relação às propriedades químicas dos sulfetos metálicos (Lens 

et al., 2007). Os sulfetos metálicos, no geral, têm baixa solubilidade, portanto, eles podem 

ser precipitados e reutilizados. Algumas indústrias têm aplicado a imobilização de metais 

através da formação de sulfetos metálicos após a redução de sulfato. De acordo com o 

sistema THIOPAQ (Paques), o processo de redução de sulfato e oxidação do excesso de 

sulfeto foi desenvolvido para a remoção de metal pesado (Figura 3.5) O processo está em 

operação na Holanda para tratamento de efluente contendo Zinco. A redução de sulfato é 



 

18 

 

feita em um Reator tipo Gás-lift. O gás presente no reator, contendo principalmente H2 

(76%), é utilizado como doador de elétrons. O sulfeto de zinco que é precipitado com a 

biomassa é coletado e reutilizado. Mais de 95% de peso seco do lodo presente no reator é 

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

 

 

Figura 3.5. Esquema do processo de redução de sulfato e imobilização de zinco em sistema 

THIOPAQ (Paques). Extraído e adaptado de Muyzer et al. (2008). 
  

 

Em alguns setores industriais a presença de BRS não é desejável. Um exemplo é o 

setor petroquímico, onde a corrosão da tubulação causada pelo H2S produzido pelas 

bactérias representa grandes prejuízos na produção (Silva de Araújo, 2002). 

As estratégias utilizadas para o controle da atividade das BRS incluem: (1) 

remoção do sulfato da água utilizada na injeção da tubulação, (2) aplicação de biocidas, 

como glutaraldeído e diaminas, (3) exposição da água a irradiações de microondas e ultra-

som.  

Portanto, é de suma importância o bom entendimento dos processos metabólicos 

que envolvem esse grupo bacteriano bem como suas conseqüências e modificações que 

realizam no ambiente em que vivem, para que a atividade das BRS seja favorecida ou não, 

dependendo do objetivo biotecnológico. Os estudos e pesquisas realizados em escala 
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laboratorial devem ser considerados, a fim de darem suporte à aplicação de sistemas em 

escala real que sejam viáveis e tornem possíveis as aplicações alcançadas em laboratório. 

3.3.1 Relação DQO/sulfato 

 

Muitas vezes, no processo biológico de redução de sulfato por BRS heterotróficas 

é preciso disponibilizar matéria orgânica, já que efluentes industriais normalmente 

apresentam baixa concentração de substratos orgânicos. As fontes de carbono utilizadas no 

metabolismo do sulfato variam de acordo com o gênero das BRS, sendo os mais utilizados 

os sais de ácidos graxos (acetato, propionato e butirato), sais de ácidos com 3 e 4 carbonos 

(lactato, piruvato e malato), e alcoóis (metanol, etanol e propanol) (Gibson, 1990). 

Além da natureza do substrato orgânico utilizado, a relação entre a concentração 

de matéria orgânica do meio - expressa pela Demanda Química de Oxigênio (DQO) - e a 

concentração inicial de sulfato no sistema, também é um parâmetro que indica a eficiência 

do processo no tratamento do efluente. A eficiência da atividade das BRS na remoção de 

sulfato está relacionada com a razão DQO/sulfato (Barbosa et al., 2009).  

Velasco et al. (2008) mostraram que a razão DQO/sulfato pode ser utilizada como 

um parâmetro para o controle da produção de H2S e consequentemente para a precipitação 

de metais. O estudo utilizou etanol como fonte de carbono, e este foi incompletamente 

oxidado à acetato pela cultura mista de BRS, em reator UASB. A concentração máxima de 

sulfeto dissolvido foi obtida em razão DQO/sulfato de 2,5, com a conversão de 94% de 

sulfato e 87% de etanol. Já na razão DQO/sulfato de 0,67; que de acordo com a 

estequiometria seria o valor que garantiria a completa oxidação do etanol a CO2; foi obtido 

o menor valor de sulfeto dissolvido. 

El Bayoumy et al. (1999) avaliaram a concentração do lactato, utilizado como 

fonte de carbono, em relação à concentração de sulfato em Reator Anaeróbio Fixo de 

Fluxo Ascendente - UAFFR. A maior produção de sulfeto foi obtida utilizando uma razão 

DQO/sulfato entre 1,5 e 2,25. Outros parâmetros também foram avaliados a fim de obter 

uma condição ideal de cultivo de BRS e consequente remoção de sulfato. A concentração 

ótima de nitrogênio total e fósforo foi determinada em 250 e 50 mg.L
−1

, respectivamente. 

Assim, foi possível obter nesse trabalho a relação DQO:N:P de 100:5:1, como condição 

ótima. 

Grandes concentrações de substrato orgânico parecem reduzir a eficiência do 

processo biológico por favorecer a competição entre diferentes micro-organismos pelo 



 

20 

 

substrato disponível (Choi e Rim, 1991).  Em ambientes anaeróbios que possuem um baixo 

valor de potencial redox, as BRS competem com outros micro-organismos anaeróbios, 

como Bactérias Fermentadoras (BF), Acetogênicas (BA) e Metanogênicas (BM) (Barton, 

1995). Essa competição se dá pelos substratos comuns utilizados por esses grupos, 

principalmente H2 e Acetato.  

Chou et al. (2008) mostraram que a competição entre BRS e BM está relacionada 

com a relação DQO/sulfato. Utilizando acetato como substrato, os autores encontraram a 

razão 1,1 como sendo a máxima para prevalência das BRS em consórcio com BM. 

3.4 Interações entre micro-organismos e os metais 

 

Os micro-organismos são de fundamental importância na ciclagem dos nutrientes 

em solos e em ambientes aquáticos. A contaminação desses ambientes, seja por cargas 

poluidoras de origem industrial, agrícola ou doméstica, pode inibir ou desfavorecer o 

crescimento microbiano, interferindo de forma drástica nas condições desses ambientes 

(Madigan et al., 2004). 

Os resíduos industriais e domésticos podem conter altos teores de metais pesados. 

Esses metais, por sofrerem acúmulo no ambiente, representam um enorme risco não só a 

saúde humana, mas a todos os seres vivos. Muitos metais são essenciais para o 

metabolismo dos seres vivos, sendo utilizados em “concentrações traço”; quando 

absorvidos em alta quantidade, passam a exercer efeito tóxico nos organismos (Madigan et 

al., 2004). 

Os metais estão disponíveis no ambiente em diferentes estados oxidativos, o que 

será determinante para o nível de toxidez em um organismo. A especiação de metais em 

ambientes de água doce, assim como a sua concentração, transporte, transformação e 

destino; é controlada por fatores ambientais, como características biológicas, químicas e 

físicas do ecossistema e as propriedades dos compostos com os quais os metais interagem 

(Gadd, 2004). O pH do ambiente também é fator importante para o processo de ionização 

de compostos e elementos específicos (Lizama et al., 2011). 

As bactérias possuem uma versatilidade muito grande no que diz respeito aos 

processos metabólicos e os ambientes onde vivem. Esses micro-organismos são capazes de 

sobreviver em condições químicas e físicas extremas, sendo possível encontrá-los nos mais 

variados meios (Warren e Haak, 2001). Por serem capazes de utilizar outros compostos 

além do O2 para o processo de respiração, as bactérias influenciam o comportamento de 
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elementos químicos; como moléculas orgânicas e os metais. Assim, elas podem ser 

consideradas como agentes primários das mudanças geoquímicas, devido ao seu alto 

potencial metabólico e grande capacidade de adaptação que lhe confere uma larga e 

abundante distribuição (Warren e Haak, 2001). 

Os micro-organismos podem influenciar ativamente na partição dos metais entre 

as fases sólidas ou dissolvidas através do controle da formação ou dissolução de minerais, 

(Nealson e Stahl, 1997, Gadd 2004). A superfície das bactérias é análoga à superfície dos 

minerais, no que diz respeito à existência de grupos funcionais que atraem espécies 

catiônicas, como os metais (Fonseca, 2004). Cátions de metais podem se ligar a grupos 

sulfeto, por exemplo, presentes em aminoácidos, causando a inibição de enzimas. Ou seja, 

podem exercer toxicidade interferindo em íons fisiológicos: Cd
2+

 com Zn
2+

 ou Ca
2+

, Ni
2+

 e 

Co
2+

 com Fe
2+

, Zn
2+

 com Mg; inibindo a função apropriada para um cátion fisiológico 

(Fonseca, 2004). 

Os processos biotecnológicos que visam à remoção de metais estão relacionados 

aos processos de mobilização ou imobilização dos mesmos. A mobilização de metais pode 

ocorrer por protonação, quelação, metilação e transformação química, e visa a 

solubilização do metal, podendo ser utilizada em matrizes sólidas, como solos, sedimentos 

e resíduos industriais. O processo de imobilização retira o poluente da fase solúvel para a 

fase insolúvel e pode ocorrer por precipitação de compostos orgânicos ou inorgânicos; ou 

ainda, por sorção, adsorção e absorção. As reações redox podem mobilizar ou imobilizar 

metais, dependendo da espécie envolvida (Gadd, 2004). É importante ressaltar que o 

emprego de micro-organismos na biorremediação de ambientes impactados por metais é 

viável e de suma importância, porém, os metais dificilmente serão totalmente removidos 

do ambiente, contudo, transformá-los em um estado de oxidação menos tóxico aos seres 

vivos, mobilizá-los, no caso de matrizes sólidas ou imobilizá-los, representa avanços 

importantes para a recuperação de áreas degradadas (Lizama et al., 2011) 

Como dito anteriormente, os metais representam um fator de estresse à 

comunidade microbiana presente no ambiente impactado, e podem ainda, inibir 

completamente as atividades metabólicas dos organismos. Para que esses micro-

organismos sejam capazes de sobreviver a ambientes com condições diferentes das ideais, 

muitos possuem mecanismos genéticos que lhes garantem resistência a componentes que 

podem causar estresse. Nesse sentido, algumas bactérias possuem genes específicos que 

possibilitam que essas sobrevivam em ambientes contendo altas concentrações de metais 

ou metalóides, inclusive o arsênio (Liao et al., 2011).  
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Esses mecanismos de resistência são muito importantes e podem ser 

determinantes no processo de sucessão que ocorre nos ambientes. Em bactérias, a alta 

resistência ao arsênio é relacionada com a presença do operon ars, este é composto por três 

a cinco genes (arsR, arsD, arsA, arsB e arsC), os quais estão localizados em plasmídeos 

(Owolabi e Rosen, 1990) ou no cromossomo (Diorio et al., 1995). Os genes arsR e arsD 

são reguladores, enquanto arsA e arsB são responsáveis por formar um fluxo 

transmembrana que exporta As
3+

 do citoplasma, reduzindo sua concentração intracelular 

(Mukhopadhyay et al., 2002). O gene arsC codifica a enzima As
5+

 redutase, que é 

responsável pela biotransformação de As
5+

 em As
3+

. Algumas bactérias têm seus 

mecanismos de oxidação do As
3+

 ou redução do As
5+

 conhecidos, bem como a geração de 

energia envolvida nesses processos (Liao et al., 2011). 

Nas bactérias que utilizam os íons arsenato no processo de respiração anaeróbia, 

Bactérias Redutoras de Arsenato, o gene arr codifica a enzima As
5+

 redutase que reduz o 

As
5+

 a As
3+

. As Bactérias Oxidantes de Arsenito possuem o gene aox que codifica a 

enzima As
3+

 oxidase, responsável pela oxidação do As
3+

 a As
5+

 (Lièvremont et al., 2009). 

Recentemente, outro gene que codifica uma As
3+

 oxidase foi identificado em 

Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1, um quimiolitoautótrofo que oxida arsenito e reduz 

nitrato simultaneamente (Zargar et al., 2010).  Muitos estudos mostraram o sucesso no uso 

de marcadores genéticos para o estudo dos mecanismos de transformação do arsênio, 

como; os genes arsB e arsC contidos no operon que garante a resistência ao metalóide 

(Achour et al., 2007), o gene arrA na respiração dissimilatória do As
 5+

 (Kulp et al., 2007) 

e o gene aoxB para oxidação do As
 3+

 (Hamamura et al., 2009). 

Compreender as relações e os mecanismos bioquímicos relacionados aos 

organismos presentes em ambientes impactados é de fundamental importância para a 

manutenção e equilíbrio desses ambientes, e ainda, tais estudos são necessários para o 

avanço biotecnológico. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Área de coleta 

 

Uma porção de sedimento foi coletada da margem da Lagoa do Gambá, em Ouro 

Preto-MG, a fim de obter a cultura mista a ser utilizada nos ensaios. 

A Lagoa do Gambá está localizada no centro de um loteamento na cidade de Ouro 

Preto, em Minas Gerais, a 20o43’51.11’’ de latitude S e 43o30’0.63’’ de longitude O (figura 

4.1). Esta lagoa recebe grande quantidade de esgoto residencial e do escoamento pluvial de 

áreas periféricas. O sedimento foi analisado quanto à concentração de arsênio total por 

Espectrofotômetro de Emissão Atômica com Fonte Plasma, ICP-OES (Spectro / Modelo: 

Ciros CCD). 

 

 
Figura 4.1. Vista da Lagoa do Gambá, Ouro Preto – MG. 
 

4.2 Enriquecimento das amostras 

 

O sedimento foi enriquecido em meio de cultura líquido Postgate C modificado 

(Cheung e Gu, 2003) (tabela 4.1), em pH 7,0; à 35ºC, a fim de obter a cultura mista de 

BRS (amostra intitulada LG). Como fonte de carbono foi utilizado o lactato de sódio. 

 Em frascos de 50mL, 5mL de sedimento (10% v/v), foram adicionados a 45mL de 

meio líquido previamente esterilizado por calor úmido em autoclave (120ºC; 1,5atm; 

20min). Os frascos foram lacrados com tampa de borracha e anel de alumínio. Em seguida, 
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foram incubados em estufa microbiológica, a 35ºC até a detecção do crescimento das 

culturas, evidenciado pela presença de precipitado negro, resultante da reação entre o 

sulfato ferroso e o sulfeto produzido biologicamente. 

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

uma cultura bem adaptada às condições de cultivo, antes da realização dos ensaios. 

  

Tabela 4.1. Composição do meio de cultura utilizado para enriquecimento da cultura mista 

de BRS. 

 

Reagentes Quantidade (g.L
-1

) 

Lactato de sódio 0,8 

Citrato de sódio 0,3 

KH2PO4 0,5 

NH4Cl 1,0 

Na2SO4 4,5 

CaCl2 0,06 

MgSO4.7H2O 2,0 

Extrato de levedura 0,1 

FeSO4.7H2O 0,5 

Tioglicolato de Sódio 0,5 

Ágar 0,5 

EDTA 0,3 

 

4.3 Caracterização do pó de penas 

 

O pó de penas comercial utilizado como substrato orgânico foi gentilmente cedido 

por uma empresa de alimentos da região (figura 4.2). Trata-se de uma mistura de penas e 

vísceras trituradas, acrescida de sangue cozido (Scapim et al., 2003). O material sólido, 

pulverizado, é constituído basicamente por proteínas estruturais e insolúveis, 

principalmente queratina. O teor bruto de proteínas do material é em torno de 80%, sendo 

os teores de aminoácidos, contendo grupamentos sulfeto em sua estrutura, de 

aproximadamente 0,67 e 3,68% para metionina e cisteína, respectivamente (Scapim et al., 

2003).  
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Figura 4.2. Pó de penas comercial. Mistura de penas, vísceras trituradas e sangue cozido. 
 

 

O material foi separado quanto à distribuição granulométrica, sendo utilizada nos 

ensaios e nas análises posteriores, apenas a porção com granulometria inferior a 0,71mm. 

Para a caracterização da fração sólida do pó de penas foi avaliada a área superficial e 

volume de microporos, utilizando a técnica de BET do material “in natura”. Para a análise 

química da fração solúvel do material, o sobrenadante de uma suspensão aquosa contendo 

pó de penas - 2% (p/v) foi preparada para as análises posteriores. Essa suspensão foi 

esterilizada em autoclave (120ºC; 1,0atm; 20min) a fim de promover uma melhor 

solubilização do material e mimetizar as condições observadas no preparo dos frascos para 

inóculo. A suspensão autoclavada foi filtrada em membrana de celulose (0,45 µm, 

Sartorius) e o filtrado foi analisado quanto a DQO (Demanda Química de Oxigênio), DBO 

(Demanda Bioquímica de Oxigênio) (Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater, 1998), e ainda quanto aos teores de carbono orgânico total (TOC), realizada 

pelo método persulfato em equipamento HiperTOC analyzer (Thermo Scientific). Foram 

também analisadas as concentrações de glicose, proteínas e sulfato. A análise de glicose foi 

realizada pelo método enzimático colorimétrico da glicose oxidase, utilizando-se o kit 

Laborlab. A concentração de proteínas solúveis totais foi mensurada pelo método 

colorimétrico. Ambas as análises foram realizadas pelo Laboratório de Análises Clínicas, 

da Universidade Federal de Ouro Preto. A concentração de sulfato foi obtida de acordo 

com a metodologia descrita por Kolmert et al. (2000). Foram analisados ainda os 
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elementos químicos solúveis presentes no filtrado, por meio de Espectrofotometria de 

Emissão Atômica com fonte Plasma (Spectro/Modelo – Ciros CCD com Visão Radial).  

Ainda para caracterização da fração solúvel, o pó de penas foi adicionado (2% 

p/v) ao meio de cultivo (Postgate C modificado) na presença do inóculo obtido de acordo 

com o item 4.2. Após 240 horas de incubação, a fração solúvel do meio contendo o pó de 

penas, mais o inóculo foi filtrada em membrana de celulose 0,45 µm (Sartorius) e avaliada 

quanto a concentração de ácidos orgânicos, que foi obtida utilizando Cromatografia de íons 

Metrohn; com coluna de ácidos orgânicos de cadeia curta, com eluente H2SO4 0,001M. 

Utilizando essa análise, é possível obter a concentração dos ácidos orgânicos lático, 

acético, propiônico, butírico, isovalérico e isobutírico; intermediários ao processo de 

respiração anaeróbia.  

4.4 Avaliação do substrato orgânico na remoção de sulfato 

 

Ensaios foram realizados a fim de verificar a relação entre o tipo de substrato 

orgânico utilizado para o cultivo das BRS e a atividade bacteriana, indicada pela remoção 

de sulfato. O pó de penas foi testado como um possível substrato orgânico utilizado para o 

cultivo de BRS. Dessa maneira, foram feitos testes contendo apenas o pó de penas como 

matéria orgânica (condição PP), pó de penas acrescido lactato de sódio (condição PL) e 

apenas o lactato de sódio (condição L), visto que o lactato de sódio é um substrato 

amplamente utilizado no cultivo de BRS. 

O consumo biológico de sulfato foi demonstrado em termos de Eficiência de 

Remoção de Sulfato (ERS) que foi calculado como se segue: 

ERS = [(Sin – Sf)/ Sin] x 100%                                                                        Eq. 4.1 

Onde Sin representa a concentração de sulfato inicial, e Sf a concentração de sulfato final. 

4.4.1 Lactato como substrato orgânico 

 

A cultura mista obtida de sedimento da Lagoa do Gambá, previamente enriquecida 

em meio de cultura Postgate C modificado, foi utilizada para os testes de remoção de 

sulfato utilizando apenas o lactato de sódio como substrato orgânico. Para este ensaio e os 

posteriores, o sulfato ferroso foi retirado da composição do meio de cultura, visto que a 

formação de um precipitado negro obtido através da reação com o sulfeto produzido 
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biologicamente, poderia interferir nas análises de densidade óptica e concentração de 

sulfato. 

Para obter razões DQO/sulfato de 0,67; 1; 2 e 3, a concentração de lactato foi 

calculada de acordo com a demanda química teórica (DQO), que é obtida a partir da sua 

estequiometria de oxidação, e o valor de sulfato total do meio de cultura foi fixado em 

2g.L
-1

, como mostra a tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2. Concentração de lactato de sódio e sulfato total presente no meio de cultivo de 

acordo com as razões DQO/sulfato teóricas determinadas. 

 

Razão DQO/sulfato Lactato de sódio (g.L
-1

) Sulfato total (g.L
-1

) 

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 útil, contendo 142,5mL de meio de cultura, 

em pH 7,0 e previamente esterilizados em autoclave (120ºC; 1,0atm; 20min) acrescidos de 

7,5mL de inóculo (5% v/v) foram utilizados para os ensaios em duplicata. Em condições 

semelhantes, foram utilizados dois frascos como controle, estes não continham o inóculo. 

Os frascos eram lacrados com tampa de borracha. O ensaio teve tempo de duração de 240 

horas, sendo que alíquotas de aproximadamente 3mL eram retiradas, diariamente, para as 

análises de crescimento microbiano (Densidade Óptica), concentração residual de sulfato, 

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

4.4.2 Pó de penas como substrato orgânico 

 

Para analisar a possível utilização do pó de penas comercial como um substrato 

orgânico para o cultivo de BRS foram realizados ensaios avaliando a remoção de sulfato 

em meio de cultura Postgate C Modificado, com e sem lactato de sódio, e concentrações 

variáveis de pó de penas. 

Quando utilizado o lactato de sódio, a concentração empregada foi de 1,2 g.L
-1

, que 

é a menor concentração utilizada nos ensaios do item anterior (4.4.1). Outro ensaio avaliou 

a remoção de sulfato tendo apenas o pó de penas como fonte de matéria orgânica. 
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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 - 

120ºC; 1,0atm; 20min), 7,5 mL de inóculo (5% v/v) e 1%, 2%, 3% ou 4% (p/v) de pó de 

penas foram utilizados para os ensaios em duplicata. Como controle foram utilizados 

frascos nas mesmas condições (pó de penas com e sem lactato), não inoculados. O controle 

também foi realizado em duplicata, e a concentração de pó de penas era de 2% (p/v). 

Todos os frascos eram lacrados com tampa de borracha. Os experimentos tiveram duração 

de 240 horas. Diariamente, uma alíquota de aproximadamente 3mL era retirada para as 

análises da concentração de sulfato, Eh e pH. Nesses ensaios nos quais o pó de penas foi 

adicionado, não foi possível obter os valores de D.O, já que o pó de penas em suspensão 

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

4.5 Relação entre substrato e remoção de As
3+ 

 

4.5.1 Enriquecimento da cultura mista de BRS contendo As
3+

 

 

As culturas mistas obtidas para os ensaios de remoção de sulfato, contendo: (1) 

lactato de sódio; (2) lactato de sódio e pó de penas; e (3) somente pó de penas como 

substrato orgânico, foram adaptadas ao meio de cultura Postgate C modificado contendo 

As
3+

. Uma solução estoque foi preparada utilizando NaAsO2, a concentração de As
3+

 nessa 

solução era de 1000mg.L
-1

. Depois de autoclavada (120ºC; 1,0atm; 20min), a solução foi 

mantida estéril e acondicionada em geladeira. A adaptação da cultura foi iniciada 

utilizando 0,5mL.L
-1

 de As
3+

. Após o crescimento microbiano, evidenciado pela formação 

de precipitado de cor negra (devido à precipitação de FeS), a cultura passou a ser cultivada 

em 1mg.L
-1

 de As
3+

. O mesmo procedimento foi repetido, dobrando-se a concentração de 

As
3+

 a cada ciclo de três repiques, até obter uma cultura capaz de crescer e remover sulfato 

em uma concentração de 4mg.L
-1

 de As
3+

. Essas culturas adaptadas foram utilizadas para 

os testes de remoção biológica de sulfato e As
3+

. Assim, foram testadas três condições 

diferentes: lactato de sódio mais As
3+

 (condição LAs); lactato, pó de penas e As
3+

 

(condição PLAs) e pó de penas mais As
3+

 (condição PPAs).  
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4.5.2 Lactato como substrato orgânico 

 

A remoção de As
3+

 foi analisada em ensaios contendo o meio de cultura (Postgate 

C modificado) e inóculo previamente adaptado em uma concentração de 4mg.L
-1

 de As
3+

. 

As mesmas relações DQO/sulfato utilizadas no item 4.4.1 foram também 

utilizadas nos testes de remoção de As
3+

. Ou seja, razões 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 (120ºC; 1,0atm; 20min), 25mL (5%v/v) de inóculo e 2,1mL da 

solução estoque contendo As
3+

  foram utilizados para os ensaios em duplicata (figura 4.3). 

Os frascos eram lacrados com tampa de borracha. O ensaio teve tempo de duração de 240 

horas, sendo que diariamente, uma alíquota de aproximadamente 13mL era retirada para as 

análises de crescimento microbiano, concentração de sulfato, valor de pH, potencial de 

oxi-redução (Eh) e concentração de arsênio. Como controle foi utilizado um frasco 

preparado nas mesmas condições, porém, não inoculado. 

 

 

Figura 4.3. Frascos de vidro (600mL) utilizados para os testes de remoção de sulfato e 

arsênio contendo apenas lactato como substrato orgânico. 

 

4.5.3 Pó de penas como substrato orgânico 

 
 A cultura mista utilizada nos ensaios de remoção biológica de sulfato, contendo o 

pó de penas com e sem lactato de sódio, foi previamente adaptada em meio de cultivo 

(Postgate C modificado) contendo As
3+

 (4mg.L
-1

) para utilização nos ensaios de remoção 

de As
3+

.  
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Dois ensaios diferentes foram realizados para avaliar a remoção de As
3+

. No 

primeiro, foi utilizado apenas o pó de penas como substrato orgânico (condição PPAs) em 

diferentes concentrações; no segundo, além do pó de penas, foi utilizado também o lactato 

de sódio (condição PLAs). Neste último, a concentração de lactato era fixa (1,2 g.L
-1

), 

variando-se apenas a concentração do pó de penas.  

Em ambos os ensaios foram utilizados frascos com volume útil de 600mL onde 

eram adicionados 473mL de meio de cultura Postgate C modificado (pH 7,0), previamente 

autoclavado (120ºC; 1,0atm; 20min), 25mL de inóculo; 2,1mL de solução estoque 

contendo As
3+

 e concentrações variadas de pó 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
-1

 de lactato), 

solução estoque de As
3+

, 2% de pó de penas (p/v), sem adição de inóculo, foi utilizado para 

fins comparativos como controle. Os frascos foram lacrados com tampa de borracha. No 

tempo de 240 horas de cultivo, alíquotas de 13mL eram retiradas a cada 24h para 

realização das análises de concentração de sulfato, pH, Eh, e concentração de As
3+

. Todos 

os testes foram realizados em duplicata. 

 

 

Figura 4.4. Frascos de vidro (600mL) utilizados nos testes de remoção de sulfato e As
3+

 

contendo pó de penas. 

 

 A figura 4.5 representa os ensaios realizados em batelada na presença e ausência de 

As
3+

, e esquematiza as condições de cultivo utilizadas em relação ao substrato orgânico 

utilizado apresentado nos itens anteriores. 
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Figura 4.5. Fluxograma representando os procedimentos experimentais. 
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4.6 Métodos Analíticos 

 

Os parâmetros avaliados durante os experimentos foram: valor de pH, potencial 

de oxi-redução (Eh), concentração de sulfato, concentração de arsênio, e densidade ótica 

(somente para o cultivo contendo lactato). 

O crescimento microbiano foi determinado pelo método indireto baseado na 

medida da turbidez do meio. O aumento do número de células bacterianas durante o tempo 

foi estimado pela densidade óptica (D.O). A variação na absorbância da amostra, analisada 

em comprimento de onda de 600nm, está relacionada com o aumento no número de 

células. Para a obtenção da Densidade Óptica foi coletada uma alíquota de 2mL de amostra 

que foi analisada em um espectrofotômetro uv/vis (Micronal – B582). 

A concentração de sulfato foi estimada através do Método Turbidimétrico 

(Kolmert et al., 2000). De acordo com esse método, o sulfato presente em solução é 

precipitado através da adição de cloreto de bário na presença de solução ácida, assim, a 

concentração de sulfato pode ser mensurada pela determinação da absorbância em 420nm 

em espectrofotômetro uv/visível (Micronal – B582).  

Para a determinação da concentração de sulfato no meio, 1mL de amostra era 

diluída em balão de 10mL, em seguida essa solução era centrifugada em centrífuga 

(Thermo Multifuge X1R – rotor FIBERLite F155-8x50cy, 10000rpm, 15 min). Do 

sobrenadante eram retirados 1mL e transferidos para um tubo cônico contendo o mesmo 

volume de solução condicionante (tabela 4.3). Em seguida, o cloreto de bário, em excesso, 

era adicionado, sendo então a solução levada ao espectrofotômetro para leitura da 

absorbância em 420nm. 

 

Tabela 1.3. Composição da solução condicionante utilizada para análise da concentração 

de sulfato. 

 

Composição 

Cloreto de Sódio 150 g 

Glicerol 126 g 

Ácido Clorídrico 60 mL 

Etanol (95%) 200 mL 

Água destilada q.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 determinação da concentração de As
3+

, era 

retirada uma alíquota de 10mL de amostra a qual era centrifugada (Centrífuga Thermo - 

Multifuge X1R; rotor FIBERLite F155-8x50cy; 10000rpm, 15min). Logo em seguida a 

amostra era filtrada em membrana de celulose 0,45µm (Sartorius) e o filtrado 

acondicionado em frascos âmbar com volume de 10mL, acrescidas de ácido nítrico (50µL) 

para preservação da amostra. A análise da concentração de A
3+

 foi realizada em 

Espectrofotômetro de Emissão Atômica com fonte Plasma (Spectro/Modelo – Ciros CCD 

com Visão Radial), pelo laboratório de Geoquímica Ambiental do Departamento de 

Geologia da UFOP. Utilizando-se esta técnica era possível determinar apenas a 

concentração de arsênio total, porém, como era introduzido apenas o As
3+

 nos meios de 

cultivo, e, além disso, os frascos eram mantidos em condições redutoras, foi admitido que a 

concentração de arsênio total representava a concentração de As
3+

. 

 

4.7 Atividade metabólica das BRS em condição semi-contínua 

 

 A atividade metabólica da cultura mista contendo BRS, utilizada nos itens 

anteriores, foi avaliada em condição semi-contínua. Os mesmos parâmetros analisados 

anteriormente, na condição de cultivo em batelada, foram avaliados: pH, Eh, concentração 

de sulfato e As
3+

, em relação à diferentes concentrações de substrato orgânico: lactato de 

sódio e pó de penas. 

Para o emprego da condição semi-contínua, um reator foi construído utilizando uma 

coluna de condensação, comumente utilizada em destiladores. A coluna com 80cm de 

altura e 4cm de diâmetro possui dimensões internas de 60cm de altura e 2cm de diâmetro 

(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 água 

destilada em uma temperatura de 32ºC (± 2ºC) para manutenção da temperatura no interior 

do reator. A água recirculante era mantida aquecida com a ajuda de um aquecedor de 

bancada (Fisatom) e a circulação da água era garantida por uma bomba peristáltica.  

Para a construção do reator, foi acoplada uma seringa de 10mL à porção inferior e 

outra de mesmo volume à porção superior da coluna de condensação, de modo que o 

volume útil utilizado no reator (coluna interna) era de 120mL. Através das seringas era 

possível alimentar o reator e retirar alíquotas para a realização das análises de interesse. 



 

34 

 

Cerca de 10mL era introduzidos ao reator para a alimentação e o mesmo volume era 

retirado para a realização das análises rotineiras. A alimentação do reator era realizada na 

porção inferior, enquanto a retirada de alíquotas para análises se dava na porção superior, 

gerando assim, um fluxo ascendente do afluente. 

  

 

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

 

 O reator pode ser considerado semi-contínuo uma vez que a alimentação não 

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 pó de penas (2% p/v) 

e lactato de sódio (1,2 g.L
-1

) como substrato orgânico. 

 Durante 32 dias o reator foi mantido em fase de estabilização, para proliferação da 

biomassa, sendo que nesse período a alimentação e retirada de alíquota do reator ocorria a 

cada 7 dias. Decorrido o prazo de estabilização, o reator passou a ser avaliado em dias 

alternados. No período de 35 a 67 dias de operação, o afluente sintético (meio de cultura) 

sofreu acréscimo na concentração de lactato para 5,6g.L
-1

, correspondendo ao valor 
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utilizado para a razão DQO/sulfato 3, porém, o pó de penas deixou de ser introduzido 

nesse período. 

 A partir do 70º dia de operação, houve o inicio de perda do pó de penas que foi 

introduzido durante a fase de estabilização do reator. Assim, no período de 70 a 93 dias de 

operação, foi introduzido meio contendo lactato (5,6g.L
-1

) acrescido de pó de penas (2% 

p/v). A perda de pó de penas ocorreu uma vez que este não estava imobilizado no interior 

do reator, e o próprio fluxo do afluente carreava o pó de penas que era perdido quando se 

retirava alíquotas do efluente. No 95º dia de operação, o meio introduzido no reator sofreu 

nova modificação, deixou de ser adicionado o pó de penas e adicionou-se arsênio
3+

 

(4mg.L
-1

).  

Desde o período de estabilização do reator, o mesmo foi monitorado em relação ao 

valor de pH, Eh e concentração de sulfato, que foi apresentada como Eficiência de 

Remoção de Sulfato (ERS), onde a concentração de sulfato inicial do reator era subtraída à 

concentração final de sulfato de cada fase, definida na equação 4.1. A avaliação da 

concentração de As
3+

 remanescente só foi iniciada no 113º dia de operação, já que a 

alimentação do reator era realizada em ciclos e não continuamente. A tabela 4.4 representa 

de forma resumida as condições de operação do reator. Todos os parâmetros analisados no 

efluente do reator seguiram a metodologia descrita no item 4.6. 

 

Tabela 4.4. Condições de operação do reator semi-contínuo em relação aos dias de 

operação. 

 

Reator semi-contínuo 

Fase 

Dias de 

Operação Condição 

1ª 1º-32º Estabilização. Meio contendo lactato (1,2g.L
-1

) e pó de penas (2% p/v) 

2ª 35º-67º Meio contendo apenas lactato (5,6g.L
-1

) 

3ª 70º-93º Meio contendo lactato (5,6g.L
-1

) e pó de penas (2% p/v) 

4ª 95º-174º Adição de As
3+

 (4mg.L
-1

). Meio contendo apenas lactato (5,6g.L
-1

) 

5ª 176º-202º Concentração de As
3+

 de 8mg.L
-1

. Meio contendo lactato (5,6g.L
-1

) 

 

 

 

 

 

 



 

36 

 

5. Resultados e discussão  

5.1 Coleta e Enriquecimento das BRS 

 

Barbosa (2009) realizou estudos com BRS coletadas também da Lagoa do Gambá, 

Ouro Preto (MG), obtendo remoções satisfatórias de sulfato e alguns metais pesados como 

níquel, cobre e manganês. Por este motivo, esse local foi escolhido para a coleta de 

sedimento que originaria o consórcio microbiano a ser utilizado no presente trabalho. O 

sedimento coletado na Lagoa do Gambá, e utilizado para o enriquecimento das culturas de 

BRS, foi avaliado quanto à concentração total de arsênio, não sendo encontrado tal 

metalóide no sedimento. Assim, os micro-organismos presentes nesse ambiente não 

estavam previamente adaptados ao contato com o elemento. 

Ao realizar o enriquecimento da cultura, a presença de BRS pode ser 

indiretamente evidenciada pela formação de precipitado no meio. Esse precipitado de cor 

escura se deve à formação de sulfeto de ferro (FeS) resultante da reação química entre o 

ferro presente no meio e o H2S produzido microbiologicamente. Com isso, o meio de 

cultura enegrecido foi usado como indicativo da presença de BRS. Antes de cada ensaio, as 

culturas foram adaptadas, através de sucessivos repiques, às condições testadas: presença 

de pó de penas, presença de lactato de sódio e de arsênio trivalente. A figura 5.1 mostra 

frascos contendo cultura de BRS com a formação de precipitado negro de sulfeto de ferro, 

característico do crescimento microbiano. 

 

 
Figura 5.1. Amostra LG. Cultivo em meio líquido, a 35ºC, pH 7,0. Presença (esquerda) e 

ausência (direita) de precipitação negro, característico do crescimento de BRS. 
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5.2 Caracterização do pó de penas 

 

O pó de penas utilizado nos ensaios de remoção de sulfato e As
3+

 foi 

caracterizado, objetivando avaliar seu potencial para uso como substrato orgânico para o 

cultivo de BRS bem como sua influência no processo de imobilização de As
3+

 solúvel. A 

relação DQO/DBO indica o quanto o material seria biodegradável. O valor obtido, 1,14 

(tabela 5.1), aponta para a biodegradabilidade do material de acordo com dados teóricos 

(Aziz e Tebbutt, 1980). Os compostos orgânicos presentes na fração líquida da suspensão, 

produzida de acordo com o item 4.3, e que estariam disponíveis para serem usados no 

processo de respiração anaeróbia pela cultura de BRS foram mensurados através da análise 

de TOC, revelando uma concentração de 2302mg.L
-1 

de carbono. Esses compostos 

orgânicos, muito provavelmente, são, em sua maioria, proteínas, uma vez que o material 

analisado (pó de penas) tem uma grande constituição protéica (Scapim et al., 2003). A 

análise da concentração de proteínas solúveis e glicose foi realizada na mesma solução 

utilizada para a análise de TOC, apontando uma concentração de 23mg.L
-1

 de proteínas e 

6mg.L
-1

 de glicose. 

Foi ainda avaliada a concentração de sulfato solúvel a partir da suspensão 

contendo o pó de penas. O sulfato liberado por esse material poderia ser utilizado no 

processo metabólico das BRS. Porém, a concentração de sulfato obtida foi pequena, 

84mg.L
-1

, e pode ser considerada insuficiente para suprir o sulfato necessário para o 

cultivo de BRS, visto que os meios de cultura mais comumente utilizados contém 

concentrações bem maiores de sulfato, da ordem de 2 a 4 gramas (Postgate e Gal, 1973). 

Sendo assim, mesmo ao se utilizar o pó de penas no cultivo de BRS é necessário a adição 

de sulfato ao meio. 

Os ácidos orgânicos encontrados após 240 horas de cultivo de BRS em meio 

contendo pó de penas foram lactato e acetato, porém em concentrações muito baixas, 

apenas 12,5 e 4mg.L
-1

, respectivamente. A ausência de ácidos orgânicos como propiônico, 

butírico, isovalérico e isobutírico, parece indicar que não houve uma utilização 

significativa dos compostos orgânicos presentes no pó de penas no processo de respiração 

pelas BRS. 

 

 

 



 

38 

 

 

Tabela 5.1. Caracterização físico-química do pó de penas quanto à fração solúvel e 

insolúvel. 

 

 

Fração insolúvel 

Fração solúvel 

Composição química (mg.L
-1

) 

Granulometria 
<24 mesh 

(0,71mm) 
Sulfato 84 Cobre 0,013 Ferro 0,47 

Densidade 
1,242 

g.cm
-3

 
DBO 6661 Fósforo 71,1 

Enxofre 

total 
340 

Área 

superficial 

0,787 

m
2
.g

-1
 

DQO 7607 Potássio 163 Silício 3 

Volume de 

microporos 

0,00037 

cm
3
.g

-1
 

DQO/ 

DBO 
1,14 Magnésio 36,65 Zinco 0,94 

Área de 

microporos 

1,038 

m
2
.g

-1
 

TOC 2302 Manganês 0,67 Cálcio 15,6 

 

Os principais elementos químicos presentes em solução aquosa contendo o pó de 

penas estão listados na tabela 5.1. Apesar de a grande maioria estar presente em baixas 

concentrações, esses dados podem indicar que o pó de penas poderia ser utilizado como 

uma fonte de nutrientes para o crescimento dos micro-organismos, uma vez que estão 

presentes elementos importantes aos processos metabólicos, como: cálcio, potássio, 

magnésio, fósforo e enxofre. Além disso, o alto teor de enxofre presente no material pode 

influenciar positivamente na imobilização de As, tal aspecto será discutido posteriormente 

no item 5.3.5. 

Em relação à fração sólida do pó de penas, esta foi analisada pela técnica de BET, 

que fornece parâmetros como área superficial e volume de microporos do material. Esses 

parâmetros são importantes para materiais que serão utilizados como adsorventes, uma vez 

que a relação entre a área superficial do material e sua capacidade de adsorção são 

diretamente proporcionais enquanto o oposto ocorre com relação à sua granulometria. A 

área superficial obtida foi de 0,787 m
2
.g

-1
, e o volume de microporos observado foi de 

 

0,00037 cm
3
.g

-1
 (tabela 5.1). Apesar de possuir uma área superficial e volume de 

microporos bem inferior ao encontrado em outros materiais adsorventes, o pó de penas 

pode ser utilizado como material adsorvente para a remoção de As
3+

, o que foi comprovado 

por Teixeira e Ciminelli (2005), que obtiveram remoções de cerca de 170 µmolAs/g 

biomassa.  
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5.3 Relação entre o substrato orgânico e o metabolismo das BRS 

 

5.3.1 Potencial de oxi-redução (Eh) e pH 

 

O valor do potencial de oxi-redução (Eh) do meio é de extrema importância 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 própria produção de sulfeto gerada pelo metabolismo das BRS é responsável por 

manter baixo o Eh (Gibson, 1990), e esse, por sua vez, pode ser um bom indicativo da 

atividade metabólica das BRS. Assim, o Eh tem a tendência de diminuir com o passar do 

tempo, quando há a predominância de BRS em um cultivo microbiano. A figura 5.2 mostra 

os valores de Eh obtidos durante os cultivos em que foram utilizados substratos orgânicos 

diferentes, na presença e ausência de As
3+

.  

Tanto a utilização de lactato quanto de pó de penas, ou mesmo a mistura entre os 

dois, como substrato orgânico para o cultivo de BRS propiciou uma diminuição 

considerável do valor de Eh no meio. Indicando que ambos os substratos promovem um 

ambiente adequado ao crescimento desses micro-organismos em termos de condições 

redox. O mesmo efeito não foi observado para os frascos de controle abióticos. Assim, a 

diminuição do valor de Eh nas condições estudadas é totalmente dependente do 

metabolismo das BRS.  
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Figura 5.2. Valores de Eh em relação às diferentes condições avaliadas: A e B – Lactato, C 

e D – Lactato (1,2g.L
-1

) e pó de penas (diferentes concentrações), E e F – Pó de penas 

(diferentes concentrações). Ausência (linha tracejada) e presença de As
3+

 (linha sólida). 

Para A e B: ○ razão DQO/sulfato 0,67; ∆ razão 1; □ razão 2; ◊ razão 3; linha preta: 

controle abiótico. Para C, D, E e F: azul: 1% de pó de penas, laranja: 2%, verde: 3%, 

vermelho: 4% e preto: controle abiótico. 

 

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 são obtidas as melhores remoções de sulfato são em valores próximos à 

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 Gambá), encontrou remoções de sulfato mais satisfatórias ao 

se utilizar meio de cultura em pH neutro (7,0) do que em pH ácido (5,5). Assim, foi 

utilizado o valor inicial de pH 7,0 nos ensaios; a fim de garantir um ambiente favorável à 

atividade metabólica desses micro-organismos.  

A figura 5.3 apresenta os valores de pH obtidos, nas diferentes condições 

estudadas, em relação ao tempo de cultivo. Ambos os resultados, Eh e pH, foram obtidos à 

partir das médias das duplicatas. No decorrer dos ensaios, os valores de pH de todas as 

condições, apresentaram um decréscimo bem acentuado nas primeiras horas. Tal efeito foi 

mais marcante naquelas condições de cultivo que empregavam o pó de penas de galinha 

como fonte de nutrientes e material suporte, a acidificação do meio é diretamente 

proporcional à massa de material sólido empregado. Além disso, este fenômeno parece 

depender da participação dos micro-organismos visto que a redução de pH é menor nos 

frascos controle. Os baixos valores de pH muito provavelmente estão relacionados ao 

processo de respiração celular, onde a metabolização dos compostos orgânicos tem como 

produto intermediário os ácidos orgânicos de cadeia curta. Com o passar do tempo, 

entretanto, tais valores se aproximaram novamente do valor inicial, muito provavelmente, 

devido à presença de íons bicarbonato gerados pela degradação biológica do substrato 

orgânico (Kaksonen et al., 2003), como pode ser observado em todas as condições de 

cultivo, exceto para os frascos de controle abióticos.  

Ao se comparar as condições de cultivo estudadas, é possível perceber que a 

introdução de As
3+

 no sistema não foi prejudicial ao metabolismo das BRS, o que pode ser 

percebido pelos valores de pH e Eh que foram bem semelhantes tanto na presença quanto 

ausência do metalóide. 

Em relação às concentrações de substrato orgânico utilizado nos testes, a variação 

ocorrida nesses ensaios não 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 condições estudadas: A e B – Lactato, C e D – 

Lactato (1,2g.L
-1

) e pó de penas, E e F – Pó de penas. Ausência (linha tracejada) e presença 

de As
3+

 (linha sólida). Para A e B: ○ razão DQO/sulfato 0,67; ∆ razão 1; □ razão 2; ◊ razão 

3; linha preta: controle abiótico. Para C,D,E e F: azul: 1% de pó de penas, laranja: 2%, 

verde: 3%, vermelho: 4% e preto: controle abiótico.   
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5.3.2 Crescimento microbiano (Densidade Óptica) 

 

O acompanhamento dos valores de D.O ao longo do cultivo foi realizado apenas 

nos cultivos contendo somente o lactato de sódio como substrato orgânico. Como essa 

análise depende da turbidez do meio, as amostras contendo pó de penas tinham sua 

turbidez afetada pelas partículas do pó em suspensão, havendo portanto, interferências na 

análise indireta do crescimento microbiano por meio da medida da turbidez do meio. 

Assim, foram comparadas as condições contendo o lactato na presença/ausência 

de As
3+

. Através da figura 5.4 (médias das duplicatas) é possível perceber que ambas as 

condições apresentaram valores máximos de produção de biomassa semelhantes, contudo, 

os picos relativos ao final da fase exponencial de crescimento apresentaram-se deslocados 

em função do tempo. Na ausência de As
3+

 a fase exponencial foi mais curta, sendo o 

crescimento microbiano mais acentuado que na presença do metaloide. No experimento 

que continha As
3+

 o crescimento microbiano mais lento indica que esse metaloide interfere 

no cultivo dos micro-organismos. Teclu et al. (2009) observaram comportamento 

semelhante; na presença de As
3+

 o crescimento celular das BRS foi ligeiramente afetado, 

ocorrendo um aumento na fase lag e um crescimento mais lento dos micro-organismos. 

Em relação às razões DQO/sulfato, ambas as condições apresentaram o mesmo 

comportamento, sendo a maior relação (razão 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 importância da relação DQO/sulfato para o cultivo de 

BRS e como essa relação pode ser determinante para o processo de remoção de sulfato, 

uma vez que, ao se modificar esta relação, observa-se variação na densidade de células, 

principalmente em consórcios microbianos mistos. A relação DQO/sulfato é importante 

para assegurar a prevalência de BRS em um ambiente misto e é variável em relação ao 

consórcio utilizado, visto que culturas mistas contêm diversidade e riqueza distintas de 

micro-organismos (Chou et al., 2008). O predomínio dos grupos microbianos determinado 

pela relação DQO/sulfato, se deve à competição entre BRS e Bactérias Metanogênicas 

pelos produtos intermediários do metabolismo do substrato orgânico (lactato) como acetato 

e H2 (Oremland e Polcin, 1982). 
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Figura 5.4. Densidade Óptica em meio contendo lactato de sódio, na ausência (A) e 

presença de As
3+ 

(B). Azul – razão 0,67; laranja – 1; verde – 2; vermelho – 3 e preto – 

controle abiótico. 
 

 

5.3.4 Consumo biológico de sulfato 

 

O consumo de sulfato foi relacionado ao tipo de substrato orgânico utilizado 

(lactato e/ou pó de penas) e suas concentrações (razão DQO/sulfato ou porcentagem do pó 

de penas). A razão DQO/sulfato teórica, de 0,67 foi comparada com as razões 1,0; 2,0 e 

3,0. A razão teórica é considerada ideal, porque nessa concentração todo o substrato 

orgânico é metabolizado pela célula a dióxido de carbono (pelos micro-organismos 

capazes de realizar a oxidação completa da matéria orgânica) via redução dissimilativa de 

sulfato, de acordo com a equação 5.1: 

 

2CH2O + SO4
2-

   H2S + 2HCO3
-
                                                                                   (5.1)  

 

Em relação ao cultivo contendo apenas lactato de sódio, é nítida a influência da 

razão DQO/sulfato em relação ao consumo de sulfato (tabela 5.2). Cada razão obteve um 

consumo distinto, sendo a razão teórica a que promoveu a menor remoção de sulfato nas 

condições testadas. Alguns autores já mostraram que a razão DQO/sulfato considerada 

ideal (0,67) não é a mais eficiente para o processo de remoção de sulfato (Cao et al., 2008; 

El Bayoumy et al., 1999). Alguns grupos de BRS não são capazes de consumir a matéria 

orgânica completamente, ou seja, oxidá-la a CO2, assim, a razão 0,67 não representaria de 

fato a concentração de matéria orgânica necessária para todo o consumo de sulfato. A 

maior razão (3,0) obteve o maior consumo de sulfato, tanto na presença, quanto na 

ausência de As
3+

, sendo 84,3% e 56,2%, respectivamente.  
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A presença de metais pesados ou metalóides em um cultivo microbiano são 

geralmente tóxicos para BRS porque são capazes de substituir íons essenciais que 

compõem a estrutura celular e bloquear grupos funcionais de moléculas importantes como 

enzimas, promovendo danos a integridade da membrana celular, desnaturação e inativação 

de enzimas celulares (Sani et al., 2001), assim, a presença desses compostos podem afetar 

a atividade metabólica e, consequentemente, diminuir a eficiência de remoção de sulfato 

pelos micro-organismos (Martins et al., 2009; Cabrera et al., 2006). Um comportamento 

antagônico, contudo, foi observado nos testes de remoção de sulfato onde o lactato era 

utilizado como substrato orgânico. Nesses testes, como mostra a figura 5.5, a remoção de 

sulfato foi maior na presença do que na ausência de As
3+

. Tal fato pode ser explicado pela 

diminuição da concentração de sulfeto presente no sistema, visto que este composto, em 

altas concentrações, pode inibir o metabolismo das BRS (Madigan et al., 2004). O As
3+

 ao 

reagir com o sulfeto é precipitado, diminuindo suas concentrações na fração solúvel do 

meio, favorecendo a atividade metabólica das BRS. Na ausência do As
3+

 o sulfeto estaria 

presente em maior concentração na fração solúvel do meio do que na presença de As
3+

. 

Nas concentrações empregadas neste trabalho, o sulfeto solúvel parece possuir maior efeito 

inibitório sobre as BRS do que os íons arsenicais trivalentes.  

Outra hipótese para o maior consumo de sulfato na presença do As seria a pressão 

seletiva exercida por esse composto durante o crescimento microbiano. Na presença do 

metaloide os micro-organismos ali presentes teriam a necessidade de estarem mais ativos 

metabolicamente para conseguirem vencer esse estresse em sua condição de cultivo. 

Assim, o consumo de sulfato consequentemente seria maior.  

Quando o lactato foi utilizado juntamente com o pó de penas, sua concentração 

era de 1,2g.L
-1

, essa era a menor concentração utilizada nas razões DQO/sulfato analisadas, 

escolhida pelo fato de disponibilizar pequenas concentrações de matéria orgânica para o 

metabolismo das BRS, forçando assim, que esses micro-organismos metabolizassem a 

matéria orgânica presente no pó de penas.  

Nas condições onde o pó de penas estava presente, a remoção de sulfato não sofre 

variação em relação à concentração do pó de penas, ou seja, nas condições experimentais 

empregadas, pequenas variações na concentração desse material não são suficientes para 

que se observem alterações no processo de remoção biológica do sulfato. Esse 

comportamento foi percebido tanto na presença quanto na ausência de As
3+

. Ao contrário 

do que foi observado na condição contendo apenas lactato (figura 5.5 A e B), nos frascos 



 

46 

 

contendo além do lactato, o pó de penas (figura 5.5 C e D) a remoção de sulfato foi baixa e 

semelhante tanto na presença quanto na ausência de As
3+

. 

Ao se utilizar apenas o pó de penas como substrato orgânico (figura 5.5 E e F), a 

remoção de sulfato foi ainda menor, inferior a 20%, tanto na presença quanto na ausência 

de As
3+

. O inóculo 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 produção de sulfeto gerado pelo metabolismo das mesmas pode inibir o 

crescimento de outros grupos bacterianos (Gibson, 1990). Assim, a ausência de grupos 

como bactérias fermentadoras e hidrolíticas pode ter sido crucial para a disponibilização de 

compostos orgânicos que pudessem ser utilizados no metabolismo das BRS. As BRS 

utilizam como fonte orgânica, em sua maioria, compostos orgânicos de cadeia curta, que 

podem ser gerados através da oxidação da matéria orgânica por outros grupos microbianos 

(Muyzer et al., 2008). Ou seja, a matéria orgânica presente na solução contendo o pó de 

penas pode ser complexa e a participação de outros grupos microbianos, além das BRS, 

seria fundamental para a degradação dessa matéria orgânica.  

Assim, é possível admitir que o pó de penas, utilizado como fonte de matéria 

orgânica nas condições aplicadas nesse trabalho, não é suficiente como fonte exclusiva de 

matéria orgânica para garantir o crescimento satisfatório das BRS e o processo metabólico 

de redução e remoção de sulfato.  

Como evidenciado pela tabela 5.2, o pó de penas é um material interessante do 

ponto de vista nutricional para o cultivo de BRS, porém, sua utilização como única fonte 

de matéria orgânica requer estudos mais aprofundados. Seu uso pode ser mais interessante 

se aliado a outros compostos orgânicos já conhecidos, como o lactato de sódio. O baixo 

custo ao se empregar um resíduo como o pó de penas representa interesse econômico. A 

economia alcançada substituindo-se parte da matéria orgânica líquida (etanol ou lactato de 

sódio) usualmente empregada nos processos de tratamento de sulfato, por um material 

sólido e de baixo custo pode ser interessante para o setor industrial. 
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Figura 5.5. Consumo biológico de sulfato em relação às diferentes condições estudadas: A 

e B - Lactato, C e D – Lactato e pó de penas, E e F – Pó de penas. Ausência (linha 

tracejada) e presença de As
3+

 (linha contínua). Para A e B: ○ razão DQO/sulfato 0,67; ∆ 

razão 1; □ razão 2; ◊ razão 3; linha preta: controle abiótico. Para C,D,E e F: azul: 1% de pó 

de penas, laranja: 2%, verde: 3%, vermelho: 4% e preto: controle abiótico.  
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Tabela 5.2. Remoção biológica de sulfato e As
3+

 por BRS em relação ao tipo de substrato orgânico e sua concentração inicial. 

*ERS: Eficiência da Remoção de Sulfato 

 

Cultivos sem Arsênio Cultivos com Arsênio 

 

Sulfato 

consumido 

(mg.L
-1

) 

ERS* 

(%) 

 

Sulfato 

consumido 

(mg.L
-1

) 

ERS* 

(%) 

As 

removido 

(mg.L
-1

) 

As 

removido 

(%) 

Condição L - Lactato Condição LAs - Lactato + As
3+

 

   

Controle 23 1,1 0,147 3,5 

Razão 0,67 343 16,5 Razão 0,67 29 1,3 1,69 38 

Razão 1 548 24,7 Razão 1 102 4,4 1,90 49,1 

Razão 2 862 39,7 Razão 2 1444 63,7 3,55 87,4 

Razão 3 1267 56,2 Razão 3 1911 84,3 3,54 86,2 

Condição PL – Pó de Penas + Lactato Condição PLAs - Lactato + Pó de Penas + As
3+

 

   

Controle 72 3,2 0,182 5,5 

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 

Condição  PP – Pó de Penas Condição  PPAs – Pó de Penas + As
3+

 

   

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 Imobilização de As
3+

 

 

O As
3+

 é um metalóide considerado tóxico para diversos organismos, e 

dependendo de sua concentração no meio, ele pode ser fator determinante para a inibição 

do metabolismo de micro-organismos (Lizama et al, 2011). A concentração analisada 

nesse estudo de 4mg.L
-1

 parece ser insuficiente para inibir a atividade metabólica das BRS. 

O cultivo de BRS empregado parece ser tolerante à presença do metalóide nessa 

concentração, uma vez que não houve prejuízos ao processo de redução do sulfato à 

sulfeto, processo este dependente da atividade metabólica das BRS. Para tratamentos 

biológicos que visem à remoção de metalóides como o As
3+

, é de suma importância que os 

micro-organismos envolvidos no processo sejam capazes de, não somente tolerar sua 

presença, mas também, de permanecerem metabolicamente ativos. Sendo assim, é 

necessária, para qualquer tipo de tratamento onde serão utilizados organismos vivos, uma 

etapa de adaptação dos mesmos às condições a que serão submetidos posteriormente. 

Na condição LAs as maiores remoções de As
3+

 estavam relacionadas às maiores 

remoções de sulfato e consequentemente às maiores razões DQO/sulfato. Nessa condição é 

possível perceber que quanto maior a remoção de sulfato, ou seja, produção de sulfeto, 

maior é a remoção de As
3+

. Possivelmente nessa condição a remoção de As
3+

 estava 

associada à formação de sulfetos arsenicais insolúveis, resultantes da interação com o 

sulfeto biogênico produzido pelas BRS. 

Conforme demonstrado na tabela 5.2, nas condições PLAs e PPAs, a remoção de 

sulfato não foi fortemente influenciada pela concentração de pó de penas, e a remoção de 

As
3+

 foi bem semelhante em todas as concentrações de pó de penas avaliadas. Por outro 

lado, quando se comparam as remoções de As obtidas na condição LAs (razão 

DQO/sulfato 0,67) com aquelas obtidas nas condições PLAs observa-se que a remoção de 

sulfato aumentou consideravelmente de 38% para aproximadamente 80%. A utilização do 

pó de penas nos cultivos contendo BRS não representou melhorias em relação à redução do 

sulfato (tabela 5.2), porém, foi determinante para a imobilização do As
3+

. A concentração 

de As removido apresentado pela tabela 5.2 foi calculado à partir da concentração inicial, 

menos a concentração final, presente no meio líquido de cultivo.  

A figura 5.6 mostra a remoção de As
3+

 em relação ao consumo biológico de 

sulfato. Esse perfil é mostrado apenas para as condições: LAs – razão 3; condição PLAs – 

4% e condição PPAs – 4%. Nas condições PPAs e PLAs, a concentração de sulfato quase 
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não se altera ao longo do tempo de cultivo, enquanto que a concentração de As
3+

 é bastante 

diminuída, principalmente nas primeiras horas de cultivo. Nessas condições, é possível que 

outro mecanismo de imobilização do As
3+

 esteja presente, ao invés da precipitação como 

sulfeto metálico. 

Na condição LAs é possível observar que à medida que houve a remoção de 

sulfato, o As
3+

 também teve sua concentração diminuída, sendo esses dois processos, 

portanto, relacionados. A menor concentração de As
3+

 presente em solução foi obtida nas 

últimas horas de ensaio, quando foram obtidas as menores concentrações de sulfato. A 

remoção de As
3+

 ocorreu de forma gradual na condição LAs, contudo o mesmo 

comportamento não ocorreu nas outras condições. Esses resultados indicam que, 

possivelmente, o processo de remoção de As
3+

 tenha ocorrido de forma distinta nas 

diferentes condições estudadas. 

 

Figura 5.6. Remoção de arsênio em relação ao consumo de sulfato nas diferentes condições 

de cultivo, A: lactato (razão 3) e As
3+

; B: lactato (1,2 g.L
-1

), pó de penas (4%) e As
3+

; C: 

pó de penas (4%) e As
3+

. 
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Nos ensaios que visavam avaliar a remoção do As
3+

, foram utilizados frascos 

controles, cultivados em condições semelhantes, porém sem a adição de inóculo (BRS). Os 

testes controles apresentaram remoção de As
3+

 insignificante em todas as condições (tabela 

5.2), se comparada às remoções obtidas quando na presença de BRS, fato este que 

evidencia a importância dessas bactérias para o processo de imobilização de As
3+

. Todavia, 

a figura 5.6 mostra claramente que o processo de imobilização de As
3+

 não está 

diretamente relacionado com a remoção de sulfato. Assim, possivelmente os processos 

envolvidos na imobilização do As
3+

 na presença do pó de penas sejam a precipitação – 

como sulfeto metálico; e a adsorção na superfície do material. 

O pó de penas foi testado pela primeira vez por Teixeira e Ciminelli (2005), como 

um material biossorvente para o As
3+

. A eficiência e a seletividade do material foram 

comprovadas, com capacidade máxima de 170 µmolAs
3+

/g biomassa, em pH 5,5.  

A baixa remoção de As
3+

 nos testes controle pode estar associada ao potencial 

redox do meio. Teixeira e Ciminelli (2005) mostraram ser necessário o tratamento prévio 

do pó de penas com agentes redutores, para que as interações entre os grupos sulfidrila, 

presentes na superfície do pó de penas, e o As
3+

 ocorressem. Esse tratamento não foi 

realizado durante os testes desse trabalho, já que o próprio metabolismo das BRS 

forneceria o agente redutor necessário - o sulfeto. Quando utilizado o inóculo juntamente 

com o pó de penas, a remoção de As
3+

 é bem superior que quando utilizado o pó de penas 

sem inóculo (controle). Esse fato permite admitir que a maior parte da imobilização do 

As
3+

 obtida nas condições PPAs e PLAs é devida ao processo de adsorção ocorrido na 

superfície do pó de penas e não através de precipitação como sulfeto metálico. 

Outro fato que vem corroborar com esta hipótese é o fato de que os processos de 

adsorção geralmente ocorrem de maneira rápida, sendo a superfície do material adsorvente 

saturada nas primeiras horas de contato com o adsorvato (Mantell, 1951). Esse perfil foi 

observado neste trabalho, nas condições PPAs e PLAs (figura 5.6), indicando mais uma 

vez a ocorrência de tal fenômeno.  

A literatura aponta que as melhores remoções de As
3+

 quando associado à 

presença de enxofre, ocorrem em condições 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 não são ideais para o cultivo de BRS, sendo que nessas condições, a grande 

maioria dos gêneros de BRS tem sua atividade metabólica diminuída (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 metabólica das BRS. Assim, as condições 
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de cultivo utilizadas neste trabalho não foram as ideais, em termos de pH, no que diz 

respeito ao processo de imobilização de As
3+

, apesar de ainda ter sido possível obter 

remoções bem satisfatórias do metalóide. A adaptação das BRS em condições 

moderadamente acidófilas, em pH em torno de 5,5 por exemplo, poderiam resultar em 

remoções de As
3+

 mais satisfatórias. 

O aumento considerável na remoção de As
3+

 observado nas condições em que há 

a presença de pó de penas (PPAs e PLAs), se comparado ao obtido na condição que não há 

a presença desse material (condição L), revela que o material em questão exerce influência 

na remoção do metalóide. Uma vez que a produção de sulfeto é bastante pequena nas 

condições PPAs e PLAs, é possível dizer que outro processo de imobilização do As
3+

 

esteja ocorrendo simultaneamente com a precipitação, nessas condições. Os testes 

realizados no presente trabalho indicam que, possivelmente, a imobilização do As
3+

 

ocorreu por precipitação química, ao reagir com o sulfeto, e por adsorção na superfície do 

pó de penas.  

5.4 Atividade Metabólica das BRS em condição semi-contínua 

 

5.4.1 Avaliação do potencial de oxi-redução (Eh) e pH do meio 

 

A estabilização do reator foi realizada utilizando o meio de cultura contendo 

lactato e pó de penas como substrato orgânico, e o inóculo obtido no item 4.2, previamente 

adaptado a uma concentração de 4mg.L
-1

 de As
3+

. Durante aproximadamente 32 dias o 

reator foi alimentado e houve a retirada de amostra a cada 7 dias. Durante as duas 

primeiras fases de operação do reator (aproximadamente 60 dias), tanto os valores de pH 

quanto de Eh oscilaram com frequência, durante esse período havia a aclimatização da 

biomassa, e o sistema ainda não havia alcançado a estabilidade. A figura 5.7 mostra a 

relação entre o pH e o Eh obtido durante a operação do reator. 

Após a segunda fase, depois do 67º dia de operação, os valores de pH e Eh 

tornaram-se mais constantes. Desde o início dessa fase o Eh permaneceu baixo (em torno 

de -300 mV) indicativo de ambiente propício ao crescimento das BRS. Um ambiente 

redutor se deve, provavelmente, à produção 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 operação, variando entre 7,6 e 8,6, esses valores ligeiramente alcalinos, 

provavelmente se devem à produção de bicarbonato gerado pela degradação do substrato 
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orgânico pelas BRS (Kaksonen et al., 2003). Tais valores, contudo, encontram-se dentro 

do esperado e de acordo com a legislação brasileira para lançamento de efluentes. 

Durantes as fases 4 e 5, nas quais havia a presença de 4 e 8mg.L
-1

 de As
3+

, 

respectivamente, os valores de Eh e pH não sofreram alterações, permanecendo com o 

mesmo comportamento obtido nas fases anteriores; indicando que a presença do metalóide, 

nessas concentrações, não estaria inibindo a atividade metabólicas das BRS presentes no 

reator semi-contínuo. 

 

 

Figura 5.7. Relação entre os valores de pH e Eh ao longo da operação do reator semi-

contínuo, nas diferentes condições estudadas. 

 

5.4.2 Consumo de sulfato 

 

Na fase de estabilização o consumo biológico de sulfato foi bem moderado, 

devido à aclimatização da biomassa no interior do reator e provavelmente devido à baixa 

disponibilidade de matéria orgânica, uma vez que a concentração de lactato empregada foi 

de apenas 1,2g.L
-1

. Na condição em batelada, essa concentração de lactato juntamente com 

o pó de penas (condição PL) não promoveu remoções de sulfato muito satisfatórias. Assim, 

na segunda fase de operação do reator, o meio de cultura passou a conter a maior 

concentração de lactato testada em batelada, 5,6g.L
-1

, porém, sem introdução de pó de 
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penas. Considerando-se a lenta dissolução do material sólido, o reator continha ainda o pó 

de penas remanescente da primeira fase de operação. 

A tabela 5.3 mostra as porcentagens de remoção de sulfato nas diferentes fases de 

operação do reator. Para cálculo da porcentagem foi considerada a concentração de sulfato 

ao final de cada fase em relação à concentração de sulfato inicial do reator. Assim, na 

segunda fase de operação a concentração de sulfato teve um decréscimo mais acentuado 

que na primeira fase, sendo removido em torno de 56,1% ao final dessa fase, no 67º dia de 

operação. A partir do 70º dia de operação a alimentação ocorreu com meio contendo além 

do lactato (5,6g.L
-1

), 2% (p/v) de pó de penas. Ao longo dessa fase a remoção biológica de 

sulfato foi ainda mais acentuada, em torno de 78,8 %. O aumento do consumo de sulfato 

alcançado nessa fase evidencia a importância da concentração do substrato orgânico 

fornecido para o metabolismo das BRS além de mostrar a melhora no processo de remoção 

de sulfato ao se introduzir o pó de penas.  

A reintrodução de pó de penas no reator foi necessária pelo fato de ter ocorrido 

perda desse material como consequência das retiradas de alíquotas. Como o reator 

encontrava-se em fluxo ascendente de alimentação, o próprio fluxo carreava o material, 

que era perdido. Durante a montagem do reator não foi introduzido nenhum dispositivo 

que pudesse reter o pó de penas em seu interior, e ao longo do seu funcionamento foi 

percebido a importância deste. Uma alternativa seria a utilização de uma barreira física no 

interior do reator para a retenção do pó de penas, o que provavelmente aumentaria também 

a retenção celular, podendo aumentar a eficiência do reator (Silva et al., 2006; Ory et al., 

2004). 

 

Tabela 5.3. Eficiência na remoção de sulfato nas diferentes fases de operação do reator 

semi-contínuo. 

 

Reator semi-contínuo 

Fase 

Sulfato inicial  

(mg.L
-1

) 

Sulfato final  

(mg.L
-1

) 

ERS*  

(mg.L
-1

) 

ERS*  

(%) 

1ª 1902 1702 200 10,5 

2ª 1902 835 1067 56,1 

3ª 1902 403 1499 78,8 

4ª 1902 296 1606 84,4 

5ª 1902 3409 - - 

*ERS: Eficiência na Remoção de Sulfato. 
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Os testes realizados em condição semi-contínua permitem uma comparação com 

os dados obtidos na condição em batelada, realizada anteriormente. No reator não há a 

presença de head space, presente nos frascos em batelada, portanto, o experimento semi-

contínua oferece uma condição de anaerobiose mais adequada que aquela obtida em 

batelada. Esse fato pode ter influenciado positivamente o processo de remoção de sulfato e 

explica os maiores consumos de sulfato observados durante a operação do reator se 

comparado aos testes em batelada. 

A partir do 95º dia de operação, foi iniciada a introdução de As
3+

 (4mg.L
-1

) ao 

meio de cultivo do reator. Nessa fase, o meio de cultura empregado não continha pó de 

penas, devido à capacidade deste material em adsorver As
3+

 (Teixeira e Ciminelli, 2005). 

O pó de penas deixou de ser utilizado nessa fase para que não houvesse uma remoção de 

As
3+

 antes mesmo da entrada do meio no reator, o que afetaria a avaliação de remoção do 

metalóide ocorrida no interior do reator. Durante os períodos de 113 a 134 dias de 

operação, a concentração de sulfato no efluente do reator foi ligeiramente mais alta que nos 

dias anteriores, o que pode ser explicado pela presença do metalóide. Durante esse curto 

período os micro-organismos ali presentes estavam se adaptando à nova condição com a 

presença do As
3+

 (figura 5.8). Após esse período a concentração de sulfato voltou a 

diminuir, sendo bem próxima à encontrada na fase de operação anterior, que não continha 

As
3+

. No sistema semi-contínuo a presença de As
3+

 na concentração de 4mg.L
-1

 

aparentemente, não alterou o metabolismo do consórcio microbiano presente no reator. O 

que difere da condição em batelada, visto que nessa condição, a presença de As
3+

 

aumentou consideravelmente a eficiência de remoção do sulfato.  

Contudo, com a introdução de 8mg.L
-1

 de As
3+

 no reator, fase 5, a concentração 

de sulfato aumentou abruptamente, indicando que a atividade metabólica das BRS foi 

comprometida (figura 5.8). Em contrapartida, os valores de Eh e pH obtidos durante essa 

fase, não sofreram grandes alterações. Ainda assim, parece que essa concentração de As
3+

 

pode ser considerada prejudicial ao metabolismo do consórcio microbiano empregado. É 

necessária uma maior observação sobre a influência do As
3+

 nessa concentração no 

processo de remoção de sulfato, possivelmente depois de alguns dias de operação, os 

valores de sulfato voltem a cair, indicando um restabelecimento da atividade microbiana 

no reator, tal qual ocorreu durante a fase 4, com a concentração de As
3+

 de 4mg.L
-1

.   

Ao longo das fases de introdução de As
3+

 no reator houve a perda de pó de penas 

ao longo da retirada de amostra, portanto a influência desse material ficou comprometida 

nessas fases (4ª e 5ª). 
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Figura 5.8.  Relação entre a concentração de sulfato e os valores de Eh no efluente do 

reator semi-contínuo nas diferentes condições analisadas. 

 

5.4.3 Imobilização do As
3+

 

 

Do 95º até o 174º dia de operação (fase 4), o reator foi alimentado com o efluente 

sintético contendo As
3+

, inicialmente a concentração do metalóide era de 4mg.L
-1

, 

ocorrendo uma remoção de aproximadamente 98% durante essa fase de operação, com 

concentração de As residual de 0,073mg.L
-1

. Do 176º ao 202º a concentração de As 

introduzida no reator passou a ser de 8mg.L
-1

, e durante essa fase (5ª fase) a remoção de As 

também foi da ordem de 98%, sendo o menor valor de As obtido no efluente de 

0,062mg.L
-1

, no ultimo dia de operação da 5ª fase. A figura 5.9 mostra a relação entre a 

remoção de As
3+

 e a concentração de sulfato no reator durante as fases 4 e 5. Devido ao 

carater semi-contínuo do reator, onde não havia mistura completa do meio em seu interior 

(meio estratificado), a presença do metaloide não é detectada imediatamente à sua adição, 

mas sim após algumas coletas (figura 5.9). Além disso, não foi possível indicar a 

concentração de As
3+

 no efluente do reator em todos os dias de coleta, visto que a 

metodologia utilizada para a análise do As
3+

 (item 4.6) era capaz de detectar somente 

concentrações maiores que 0,0408mg.L
-1

 e alguns pontos encontravam-se fora do limite de 

detecção, provavelmente abaixo do valor mínimo detectável. Sendo assim, pode-se 

considerar que quase todo o As presente foi removido da fase líquida. Esses pontos não 
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foram representados na figura 5.9, e a ausência desses dados limita as discussões sobre os 

mecanismos de remoção de As
3+

 no reator. 

Diferentemente da condição batelada, na condição semi-contínua não é possível 

diferenciar claramente os processos de remoção de As por precipitação química na forma 

de sulfeto ou adsorção na superfície do pó de penas.  Nessa fase a concentração de pó de 

penas no reator era bem pequena, visto que esse material estava sendo carreado juntamente 

com o efluente retirado do reator, portanto, é provável que a maior porcentagem da 

remoção de As
3+

 tenha ocorrido por precipitação química, entre o sulfeto e o As
3+

. 

De todo modo, as condições oferecidas pelo reator semi-contínuo, (pH, Eh, 

anaerobiose, substratos orgânicos) foram eficazes no processo de imobilização do As
3+

, 

sendo este quase que completamente removido do sistema. O reator continua em operação 

e maiores concentrações de As
3+

 serão gradativamente adicionadas ao sistema, o que pode 

revelar mais detalhes sobre o processo de imobilização do metalóide ocorrido nesse 

sistema específico. 

 

 

Figura 5.9. Relação entre a remoção de As
3+

 e concentração de sulfato durante as fases 4  e 

5 de operação do reator semi-contínuo.  
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6. Conclusões 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho, que relacionam o metabolismo 

microbiano das BRS ao uso de diferentes substratos orgânicos em diferentes 

concentrações, indicam que o pó de penas é um material de interesse biotecnológico e 

econômico para o cultivo de BRS, oferecendo nutrientes importantes ao metabolismo dos 

mesmos. A adição de pó de penas ao meio de cultivo contendo pequenas concentrações de 

lactato de sódio aumentou significativamente a redução de sulfato pelas BRS. Ao se 

utilizar, contudo, exclusivamente o pó de penas como substrato orgânico, os mesmos 

resultados não foram observados. Assim, o pó de penas pode ser utilizado no cultivo de 

BRS, porém, sua utilização concomitante a de outro substrato orgânico, como o lactato, 

seria mais interessante do ponto de vista da eficiência do processo. 

Ao utilizar-se exclusivamente o lactato de sódio como fonte de matéria orgânica, 

observou-se que a remoção de As
3+

 foi diretamente proporcional à remoção de sulfato 

(produção de sulfeto), indicando que o metalóide fora removido por precipitação, como 

sulfeto metálico. Todavia, na presença do pó de penas, a remoção de As
3+

 independe da 

redução de sulfato e ocorreu, em maior parte, devido à adsorção do mesmo na superfície 

do material. A adição do pó de penas aumentou significativamente as porcentagens de 

remoção de As
3+

, sendo que pequenas variações na sua concentração não foram suficientes 

para interferir nas remoções de As
3+

. O pó de penas representa, portanto, um interessante 

material no processo de imobilização biológica do As
3+ 

em pH neutro, ou próximo da 

neutralidade, em condições redutoras. 

 Os parâmetros analisados em sistema batelada ao serem comparados com o sistema 

semi-contínuo mostraram que comportamentos semelhantes ocorreram em ambas 

condições, indicando a possibilidade de extrapolar os dados aqui trabalhados para uma 

condição mais prática, como a construção de reatores em maior escala que possam tratar 

volumes maiores de efluente com maiores teores de arsênio. Dados como esses são de 

extrema importância para difundir os conhecimentos gerados dentro da academia 

deixando-os ao alcance de toda a sociedade, principalmente do setor minero-metalúrgico, 

grande interessado nos tratamentos de efluentes ricos em sulfato e metais. 
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7. Sugestões para trabalhos futuros 

 

O presente trabalho foi importante para o início de uma discussão científica para o 

uso de um resíduo industrial ainda pouco explorado, o pó comercial de penas de galinha. 

Como visto anteriormente, esse material representa um potencial biotecnológico e 

econômico na utilização de tratamento de efluentes contendo sulfato e arsênio. Assim, 

algumas propostas de trabalho são sugeridas como: 

 Avaliar mais detalhadamente os componentes do pó de penas, tanto da fração sólida 

quanto solúvel. 

 Investigar mais detalhadamente a capacidade de adsorção do As
3+

 pelo pó de penas 

na presença de BRS, através de isotermas de adsorção. Além de testar a 

possibilidade de adsorver outros metais ou poluentes. 

 Investigar a imobilização de As
3+

 em maiores concentrações. 

 Adaptar consórcios microbianos contendo BRS em condições moderadamente 

acidófilas, e avaliar a remoção de As
3+

 por esses micro-organismos. 

 Associar o pó de penas a outros substratos orgânicos e avaliar a remoção de sulfato 

por BRS. 

 Utilizar reator de fluxo contínuo inoculado com BRS e acrescido de pó de penas 

para a remoção de sulfato e As
3+ 

em maior escala. Além disso, otimizar as 

condições de operação do reator avaliando diferentes métodos para retenção da 

biomassa e do pó de penas. 

 Identificar os micro-organismos presentes no consórcio microbiano. 
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