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RESUMO

Drenagem 4cida de mina (DAM) constitui um dos principais problemas ambientais,
gerado pela atividade mineradora em todo mundo. A DAM ¢é caracterizada pela alta
acidez (pH < 4,0), elevadas concentragdes de sulfato e metais dissolvidos, os quais sdo
téxicos para muitos organismos. Nos ultimos anos, a utilizacdo de bactérias redutoras
de sulfato (BRS), vem mostrando ser uma alternativa promissora para o tratamento de
DAM. O principal objetivo deste trabalho foi verificar se DAM poderia ser uma fonte
para o isolamento de BRS. Inicialmente, utilizando um precipitado de DAM (pH ~2) e
o meio Postgate C, foi possivel obter uma cultura enriquecida e a partir desta, isolar
uma cultura denominada C.1, capaz de crescer tanto em pH 5,5 como 7,0 e consumir
sulfato de forma expressiva nas mesmas condi¢des. A seguir para identificar a qual
género este isolado pertence, foi clonado e seqiienciado os genes sulfito redutase e
hidrogenase. Andlises utilizando BLASTn e BLASTp, mostraram que a seqiiéncia
obtida apresenta de 93-95% de identidade com espécies do género Desulfovibrio.
Caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e filogenéticas sugerem que o isolado C.1
constitui uma nova espécie de Desulfovibrio, com uma alta capacidade de reduzir
sulfato em condi¢des moderadamente 4cidas. Além disso, estes resultados indicam que
esta nova espécie de Desulfovibrio traz novas possibilidades para o remediacdo de

DAM sem uma etapa prévia de neutralizacao.
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ABSTRACT

Acid mine drainage (AMD) constitute a worldwide environmental problem. AMD
waters are highly acidic (pH < 4). It also contains high concentrations of sulfate and
soluble heavy metals which are very toxic to many living organisms. The use of sulfate-
reducing bacteria (SRB) is a cost-effective route to treat AMD. The aim objective of
this work was to verify the potential isolation SRB from AMD. Firstly, the sediments of
AMD and Postgate C liquid medium was used to obtain the enrichment culture C and
then use it to isolate one culture which labeled as C.1. This culture was able to grow in
5,5 and 7,0 pH and carried out one expressive reducing sulfate in this conditions. The
cloning and sequencing of the genes of the enzymes sulfite reductase and hidrogenase
obtained genomic DNA extracted from culture C.1. These sequence were used to the
identification of the genus this culture. BLASTn and BLASTp analyses showed 93-95%
identity with the species of Desulfovibrio genera. Morphologic, physiologic and
phylogenetic analyses suggest that the C.1 strain is a new Desulfovibrio sp. with
unexpected sulfate reducing capacity at moderately acidic pH. Also, these results shown
new possibilities for the AMD treatment using this strain without a previous

neutralization step.



1. Introducdo



1.1 DRENAGEM ACIDA DE MINA

Drenagem 4cida de rocha (DAR) pode ser definida como a drenagem resultante
da oxidagdo natural de minerais sulfetados contidos em rochas expostas a acao do ar e
da 4gua e, quando esse fendmeno esté relacionado a atividade mineradora, ¢ comumente
chamado de drenagem 4cida de mina (DAM). A intensidade e a duracdo da DAM sdo
funcdes complexas dos depdsitos geoldgicos, mineralogia, hidrologia e do
intemperismo a que os residuos e a mina estdo expostos. A DAM pode produzir
efluentes 4cidos carregados de metais pesados, muitas vezes excedendo os limites
aceitos pela legislacdo ambiental. Por acarretar conseqiiéncias irreversiveis uma vez
iniciadas, a DAM ¢é considerada um dos problemas ambientais mais preocupantes para
as agéncias fiscalizadoras do meio ambiente e para as mineradoras (Lapakko et al.,
1999).

A toxicidade ambiental associada a DAM € muito mais relacionada as altas
concentracdes de metais dissolvidos, tais como Zn, Pb, Cu e As do que ao pH 4cido do
efluente gerado. Esses metais sdo liberados em solucdo por diversos mecanismos,
incluindo oxidacao direta de sulfetos metdlicos (ZnS, PbS and CuS) pelo ar e pelo ion
férrico (Fe®), e pelo aumento da solubilidade de minerais ndo-sulfetados em pH 4cido
(Yanful et al., 1997). De acordo com Silver (1985), a pirita € oxidada na presenca de

bactérias segundo a equacgao geral (1):
FGSZ + 7/202 + 2H20 = FGSO4 + HZSO4 (1)

formando 4cido sulfirico e solubilizando sulfato férrico em pH inferior a 3,5. O ion
férrico dissolvido oxida os sulfetos metdlicos residuais presentes no rejeito ou no

minério:

Fey(SO4); + MeS == MeSO, + 2FeSO, + S’ 2)

Onde Me representa um metal (Zn, Cu, Ni, Cd, entre outros).



Sulfatos metélicos, sulfato ferroso e enxofre elementar presentes no minério sao
solubilizados e podem ser reoxidados pelo ferro ou por bactérias oxidantes formando

sulfato férrico e acido sulftrico, segundo as equacdes (3) e (4):

4FeSO4 + O, + 2H,SO, == 2F62(SO4)3 + 2H,0 (3)
28°+ 30, +2H,0 == 2H,SO, 4)

Com o aumento do pH, ocorre a hidrdlise do sulfato férrico com a formacao de

precipitados secundarios de ferro, como de jarosita, e a geragdo de acidez adicional:

3 Fey(SO4)3 + 12H,0 == 2{H[Fe(SO4),* 2Fe(OH)s3] }(s) + SH2SO4 )

Depoésitos minerais e pilhas de rejeito geradoras de dcido ocorrem
freqlientemente em minas contendo sulfetos metdlicos, além esses minerais associados a
ouro e carvao. Como descrito nas equagdes 1 a 5, a DAM produz quantidades
significativas de ion sulfato. Nao € incomum encontrar-se DAM com pH 3,0 e niveis de
sulfato na ordem de 10g/L. A DAM tem efeitos devastadores sobre os ecossistemas
aquaticos e terrestres, reduzindo sua biodiversidade. Existem tecnologias disponiveis
para correcdo da acidez e precipitacdo dos metais. Entretanto, essas tecnologias nao tém
apresentado sucesso na reducao dos niveis de sulfato que permanecem, entdo, como um
desafio a ser enfrentado (Elliott e al., 1998 e Kolmert e Johnson, 2001).

A remocdo de sulfato pode ser obtida por precipitagdo com compostos de célcio,
chumbo, bario, aluminio, entre outros, denominados tratamentos ativos. Entretanto,
estas opcoes apresentam sérios problemas. A utilizagdo de chumbo e bério, dois metais
pesados, para remover sulfato é claramente desaconselhada. A precipitacdo com célcio
forma gipsita (CaSO4.2H,0), gesso, que € relativamente solivel em 4gua, deixando
niveis em solucdo na faixa de 1,4-1,6g SO4'2/L, bem acima do maximo de 250mg/L
permitido pela legislacdo. Além disso, esta € considerada uma solugdo a curto prazo,
pois além da alta solubilidade do sulfato de célcio, os metais coprecipitados podem ser
ressolubilizados logo que o gesso entre em contato com dgua. O mais importante é que
a geracdo de DAM pode durar milhares de anos fazendo com que os tratamentos ativos

sejam considerados de alto custo para a sociedade ( Luptakova e Kusnierova, 2005).



Em 1989, estimou-se que 19.300 km de rios e cérregos e 72.000 ha de lagos e
reservatorios, em todo mundo, estavam seriamente contaminados por DAM, porém a
verdadeira escala da poluicio ambiental ainda ndo foi medida com precisdo.
Atualmente, a legislagdo tem sido um fator determinante para que essa situagdo seja
revertida (Johnson e Hallberg, 2005).

Recentemente, vérios grupos independentes tém demonstrado que as bactérias
redutoras de sulfato (BRS) podem ser usadas como um processo de bioremediacdo de
areas poluidas por residuos industriais, como por exemplo, a minera¢do e metalurgia de
minério sulfetado, devido as suas caracteristicas metabdlicas e condi¢des de
crescimento (Kappler e Dahl, 2001; Frederiksen e Finster, 2003; Kaksonen et al., 2003).

A bioremediacdo utilizando BRS é baseada na produgdo bioldgica de 4cido
sulfidrico (equacdo 6), na precipitacdo dos metais pela formagao de sulfetos metdlicos
(MeS) (equagdo 7) e na neutralizacdo da dgua decorrente do metabolismo das bactérias

redutoras de sulfato (equagdo 8) (Webb e Lappin-Scott, 1998 e Kaksonen et al., 2003 ).

4[CH,0] + SO~ + 8H" == 4HCOj5 + H,S + 4H,0 (6)
H.S + Me;* == MeS( +2 H )
HCO; + 2H" = COz(g) + H,0O (8)

Entretanto, o pH 6timo para crescimento da BRS € entre pH 6,0-8,0, ou seja, o
crescimento desses microrganismo € desfavorecido em condi¢des de acidez. Por isso, a
literatura relata que, para a bioremediacio de DAM por BRS € necessdria entdo uma
etapa de neutralizacdo do efluente de forma a adequar o pH as condicdes de redugdo de
sulfato (Tsukamoto, 2004). Contudo, tém sido isoladas BRS de regides que apresentam
pH 3,0, tanto em ambientes naturais quanto em bioreatores de escala piloto.
Koschorreck et al. (2003) identificaram linhagens de BRS, em regido vulcanica,
capazes de crescer em pH menor que 3,0. Nestas condi¢des, taxas de reducdo de 2,04
mmol SO, */m?/dia foram obtidas. Kolmert e Johnson (2001) desenvolveram um
processo para reducdo de sulfato em um efluente de pH 3,0.

Com isso, a selecdo de BRS capazes de crescer em pH dcido eliminaria a

necessidade de neutralizacdo prévia da acidez da DAM, facilitando o processo de



bioremediacdo. Esta perspectiva abre um campo de pesquisa para a utilizacdo destas

bactérias em processos biotecnoldgicos.

1.2 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

1.2.1 CONSIDERA COES TAXONOMICAS

No ano de 1895, o cientista W. M. Beijerinck isolou a primeira BRS do
sedimento do canal de Delft, localizado na Holanda, a qual foi denominada de Spirillum
desulfuricans (Voordouw, 1995 e Melo e Azevedo, 1997). A primeira BRS identificada
apresentava caracteristicas morfologicas como motilidade e forma celular de vibrio,
demonstrando que Beijerinck isolou e caracterizou a primeira espécie de Desulfovibrio
(Voordouw, 1995).

A literatura registra varios trabalhos subseqiientes a descoberta das BRS. John
Postgate foi um cientista extremante importante na historia da pesquisa das BRS. Ele
descobriu o citrocomo C3, transportador de elétron indispensdvel no metabolismo das
BRS (Voordouw, 1995). Peck e LeGall (1982) documentaram a ampla variedade de
enzimas oxiredutoras, além de elucidarem seus papéis no metabolismo das BRS.
Widdel e Pfennig (1981) aprofundaram o conhecimento das BRS Gram negativas por
meio do isolamento e identifica¢do de novos géneros.

Com o desenvolvimento da andlise filogenética utilizando a seqiiéncia do gene
do RNA ribossomal 16S (RNAr 16S), grandes avangos tem sido obtidos na taxonomia e
filogenia das BRS. As BRS sdo um grupo de procariontes polifilético, distribuidos
dentro dos dominios das Bacteria e das Archaea (Devereux et. al., 1989; Wagner et al.,
1998). Andlises da seqiiéncia de RNAr 16S permitiram organizar as espécies de BRS
em quatro grupos distintos: (1) BRS mesofilas Gram negativas ndo formadoras de
esporos, (2) BRS Gram positivas formadoras de esporos, (3) BRS terméfilas e (4) BRS

Arqueobactérias termoéfila, como mostrado na Tabela 1 (Castro et al., 2000).



Tabela 1 - Lista de géneros de BRS descritos e sua classificacdo com relacdo a oxidacdo da matéria

orginica. Taxonomia baseada no polimorfismo do RNAr 16S adaptado de Castro et al., 2001.

Grupo BRS

Gram-negativa

Desulfovibrionaceae

Desulfobacteriacea

BRS termorfila

Gram-positiva

Archaea

Género

Desulfovibrio
Desulfomicrobium
Desulfomonas
Desulfohalobium
Desulfobulbus
Desulfobacter
Desulfobacterium
Desulfococcus
Desulfosarcina
Desulfomonile
Desulfonema
Desulfobotulus
Desulfobacula
Desulfospira
Desulfocella
Desulfoacinum
Desulforhabdus
Desulfocapsa
Desulfohorpalus
Desulfofutis
Desulfotalea
Desulfofrigus
Desulfofaba
Desulfomusa

Termodesulfovibrio

Desufotomaculum

Desulfosporosinus

Archaeoglobus

Oxidacdo da matéria

organica

incompleta
incompleta
incompleta
incompleta
incompleta
completa
completa
completa
completa
completa
completa
incompleta
completa
completa
completa
completa
completa
incompleta
incompleta
incompleta
incompleta
completa
incompleta
incompleta

incompleta

indefinida

incompleta

completa




A maioria das bactérias redutoras de sulfato conhecidas até o momento pertence
ao grupo das BRS Gram negativas mesdfilas ndo formadoras de esporos, dentro da
classe o-Proteobacteria. Neste grupo, duas familias sdo incluidas: Desulfovibrionaceae,
Desulfobacteriaceae  (Devereux et al., 1989; Silva, 2004). A familia
Desulfovibrionaceae inclui o género classico Desulfovibrio. As caracteristicas comuns
dessa familia sdo: (i) a oxidacdo incompleta dos compostos organicos e (ii) presenca de
desulfoviridina, uma sulfito redutase, enzima importante no metabolismo das BRS.
Além disso, utilizando o RNAr 16S foi possivel verificar que a familia
Desulfovibrionaceae é um grupo monofilético (Devereux et al., 1989).

A familia Desulfobacteriaceae € taxonomicamente e metabolicamente mais
diversa que a Desulfovibrionaceae. O principal género que compde as BRS Gram-
positivas formadoras de esporos é o Desulfotomaculum. As bactérias deste gé€nero
apresentam formato de bastdo, porém, os esporos tém a forma de cocos (Castro et al.,
2000). A maioria das BRS é mesofila, entretanto grupos psicréfilos e termorfilos tém
sido relatados (Silva, 2004).

Outros estudos realizados a partir de andlises de RNAr 16S, permitiram tanto
uma reclassificacdo mais detalhada como a organizacdo dos microrganismos redutores
de sulfato em cinco filos, sendo quatro formados por bactérias (BRS) e um de archaea.
Os filos das BRS sdo Proteobacteria, Firmicutes, Thermodesulfobacteria e Nitrospira,
enquanto o filo das arqueobactérias redutoras de sulfato (ARS) é o Euryarchaeota, como
demonstrado na Tabela 2 (Kaksonen, 2004).

O filo Firmicutes e seus géneros apresentam parede celular com ultraestrutura
semelhantes a das bactérias Gram-positivas, endosporos resistentes ao calor e
temperatura de crescimento entre 25°C e 65°C. As BRS terméfilas pertencem aos filos

Thermodesulfobacteria e Nitrospira (Kaksonen, 2004).
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Recentemente, a literatura vem reportando falhas na andlise filogenética das
BRS baseada no RNAr 16S. Como estes microrganismos pertencem a um grupo
polifilético e metabolicamente diverso, o estudo taxondmico e filogenético das BRS
baseada exclusivamente no RNAr 16S € dificultado porque ndo existe um unico
oligonucleotideo iniciador que possa detectar todas as BRS em uma unica andlise
(Pérez-Jiménez, et al., 2001; Dhillon et al., 2003; Geets et al., 2005; Leloup, 2006).
Além disso, a andlise do RNAr 16S nao apresenta informagdes sobre a capacidade
metabdlica das BRS, importante no estudo da bioremediacao. Com isso, uma alternativa
€ o uso de genes que codificam enzimas importantes na respiracdo dissimilatéria do
sulfato e que estdo presentes em todas as BRS, como por exemplo, as enzimas
hidrogenases, adeninafosfo sulfato redutase (APS) e sulfito redutase. Esta abordagem
permite o conhecimento da diversidade das BRS e também as descobertas de novas
linhagens filogenéticas (Wawer et al., 1997; Dhillon et al., 2003; Geets et al., 2005).

A regido de 1.9-kb do DNA que codifica as subunidades a e § da sulfito redutase
(dsrAB) é encontrada somente em microrganismos capazes de fazer a reducdo
dissimilatéria do sulfato, como mostra a figura 1. A comparagdo das seqii€éncias de
aminodcidos do gene dsrAB mostra um alto grau de conservacdo, permitindo a
constru¢do de oligonucleotideos especificos para a sintese in vitro de DNA utilizando a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a utilizagdo destes dados para
elucidar a histéria evolutiva das BRS (Wagner et al. 1998; Zverlov et al.,2005).

Zverlov et al. (2005) ao fazer a comparagdo filogenética entre o RNAr 16S e o
gene dsrAB (gene espécie-especifico), mostrou drvores com topologias congruentes
para muitas linhagens de BRS, sugerindo a existéncia de um ancestral comum para a
enzima sulfito redutase. Com isso, pode-se reconhecer que a distribui¢do do gene dsrAB
entre as BRS foi resultado da combinagdo de divergéncia de especia¢do (descendéncia

vertical) e aquisi¢do de gene via transferéncia lateral entre BRS.
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Figura 1 — (A) Mapa esquemadtico mostrando a organizagdo genética do operon dsr. As seguintes
abreviaturas representam as janelas abertas de leitura-ORF (Open Reading Frame): dsrA e dsrB,
subunidades alfa e beta, respectivamente, da redutase sulfito dissimiltéria; DsrD, redutase sulfito
dissimiltéria D; a qual tem um possivel papel na regulacio da transcri¢do do gene dsr; dsrN, putative
siroheme amidase; dapA, dihidrodipicolinato sintase; OFR, janela aberta de leitura ndo identificada. (B)
Organizacdo genética de todos os operons de BRS j4 descritos. Janela aberta de leitura (ORF): dsrC,
subunidade gama da redutase sulfito dissimiltdria; fdx, ferrodoxina. Numero de acesso: Desulfovibrio
vulgaris, AE017285; Desulfobacter vibrioformis, AJ250472; D. toluolica, AJ457136; D.psychrophila,
NC_006138; Desulfobulbus rhabdoformis, AJ250473; Thermodesulforhabdus norvegica, AJ277293;
Desulfotomaculum thermocisternum, AF074396; A. fulgidus, NC_000917 e Achaeoglobus profundus,
AF071499 (Zverlov et al. 2005).

Pouco se sabe sobre a diversidade dessas bactérias, tanto em termos da estrutura
da comunidade, que se refere a diversidade de BRS, quanto a composi¢do da
comunidade, ndimero ou porcentagem de BRS distribuidas em um determinado
ambiente. Além disso, existem poucas informagdes disponiveis sobre a variagdo da
comunidade de BRS em respostas a mudangas ambientais (Chang et al., 2001).

A evolucdo dos seres vivos faz com que sistemas bioldgicos preservem sua
estrutura e funcionalidade. As mudancas sdo causadas por alteracdes nas moléculas de
DNA e este processo faz com que seja comum a existéncia de seqiiéncias semelhantes
em diferentes organismos. Quanto mais semelhantes e mais préximos 0s organismos
estdo na escala evolutiva, mais semelhantes sdo suas seqiiéncias genéticas. Genes
homdlogos sdo aqueles que, apesar de pertencerem a diferentes organismos, sao

estruturalmente similares e cumprem fungdes semelhantes. A andlise de genes
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homdlogos fornece caracteristicas de um novo gene por meio da inferéncia de genes ja

descritos, baseada em suas seqiiéncias de DNA e proteinas (Durbin et al, 1998).

1.2.2. CONSIDERACOES FISIOLOGICAS

BRS constituem um grupo fisiologicamente diverso que utiliza formas
oxidativas de enxofre, como aceptor final de elétrons, tendo como produto dessa reacdao
o gas sulfidrico (H,S) (Cheung e Gu 2003; Dinh et al., 2004). Esse processo ¢é
denominado de “respiracdo do sulfato” ou também de redugdo dissimilatdria do enxofre
(Frederiksen e Finster, 2003). As BRS sdo amplamente distribuidas na natureza e t€ém
um papel importante no ciclo biogeoquimico do enxofre e na degradacao da matéria
organica em diferentes ambientes anaerdbicos (Holmer e Storkholm, 2001).

As BRS utilizam diferentes compostos organicos tais como lactato, acetato,
propionato, alcoois monovalentes e hidrogénio como doadores de elétrons resultando na
conservacdo de energia quimiosmotica, responsdvel pelo crescimento destes
microrganismos (Aubert, 2000; Holmer e Storkholm, 2001; Carepo et al., 2002). Além
disso, a literatura descreve a capacidade das BRS utilizarem compostos aromadticos e
hidrocarbonetos, além de aldeidos como doadores de elétrons e fonte de carbono
(Thapper, 2006). H4 também indicagdes de consdrcios microbianos de BRS e
arqueobactérias metanogénica envolvidas na oxida¢do do metano, porém, tais culturas,
ndo tém sido cultivadas com sucesso (Silva, 2004).

As BRS utilizam uma ampla variedade de compostos de enxofre como aceptores
finais de elétrons como, sulfitos (SO32'), tiossulfatos (52032') e sulfato (SO42'), sendo
este dltimo mais utilizado na reducdo dissimilatéria de sulfato (Madigan et al., 1997).
Além dos compostos de enxofre, a redu¢do de nitrato e nitrito tem sido relatada,
principalmente, nos géneros Desulfovibrio, Desulfobacterium e Desulfobulbus. Estas
observacdes ilustram a grande versatilidade dessas bactérias, especialmente, em
ambientes onde a concentracdo de sulfato pode ser limitada, o que representa um
mecanismo de sobrevivéncia das mesmas (Silva, 2004).

Gall e Xavier (1996) demonstraram que as BRS nao sao estritamente anaerdbias.

Certas espécies de BRS tém a capacidade de tolerar a presenca de oxigénio no meio
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(por exemplo, Desulfovibrio gigas) e também de utilizar o oxigé€nio como aceptor final
de elétrons, como acontece na respiracdo aerdbia (Sass et al., 1997; Fareleira et al.,
2003). A tolerancia ao oxigénio faz acreditar que determinadas espécies apresentam os
mecanismos de defesa contra os radicais livres formados durante o metabolismo celular,
a exemplo da enzima catalase (Fareleira et al., 2003; Medircio et al., 2007).

As BRS também podem ser divididas em dois grupos metabdlicos importantes,
como: Grupo I, caracterizado pela oxida¢do incompleta do composto organico para
acetato e, Grupo II que envolve a oxidagdo completa do substrato organico para CO,. A
oxidacdo incompleta do composto organico ocorre devido a auséncia de um mecanismo
para a oxidacao da acetil-CoA e os principais representantes deste grupo sdo as espécies
dos géneros Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfotomaculum e Desulfobulus. A
maioria das BRS, incluindo as espécies dos géneros Desulfobacter, Desulfobacterium,
Desulfococus e Deulfosarcina, esta dentro do Grupo II (Madigan et al., 1997; Castro et
al., 2000). Estas apresentam diferentes mecanismos para a oxidacdo do acetato a CO,.
Nas espécies do género Desulfobacter, as quais utilizam preferencialmente o acetato
como doador de elétron, uma modificacdo no ciclo do 4cido citrico é observada, ao
passo que as outras espécies deste grupo oxidam o acetato envolvendo a via da acetil-
CoA. Apesar da equivaléncia energética, a modificagdo do ciclo do acido citrico
aumentou a eficiéncia do metabolismo das BRS. Isto, provavelmente, é explicado pela
alta taxa de crescimento observada em Desulfobacter em comparagdo as outras BRS
(Silva, 2004).

O processo de reducdo do sulfato envolve varias enzimas oxiredutoras (Aubert,
2000), como mostrado na figura 2. Inicialmente, as bactérias utilizam uma fonte
carbono, como por exemplo, o lactato, que € oxidado liberando elétrons e prétons.
Estes compostos sdo transferidos para uma hidrogenase citoplasmaética para gerar Hy. O
hidrogénio molecular difunde pelo periplasma onde € reoxidado liberando elétrons que
sdo transportados pelo citocromo e em seguida transferidos pela cadeia transportadora
de elétrons ao aceptor final de elétrons. Os H* formados no periplasma sdo responsaveis
pela producdo de energia (ATP) e consequentemente na ativacdo de enzimas que atuam

na reducdo de sulfato intracelular.
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Figura 2 - Rota metabdlica da reducdo de sulfato em bactérias redutoras de sulfato (adaptado de Madigan
et al, 1997). LDH - Lactato desidrogenase; cyt C; — citocromo C; ;H,ase — hidrogenase; Hmc — complexo
de citocromo.

Em contraste com outros modelos de respiracdo anaerdbias como desnitrificacdo
e metanogenese, a transferéncia de elétrons que envolvem as hidrogenases e as
redutases terminais (APS redutase e sulfito redutase) é pouco conhecida. Matias et al
(2005) relatam que a cadeia transportadora de elétrons da respiragdo do sulfato
apresenta diferengas significativas relacionadas com outros sistemas como, por
exemplo, a falta de importantes complexos respiratdrios encontrados em outras
bactérias como NADH (quinona oxiredotase) e bcl (quinol: citrocomo c¢). Outras
diferencas sdo relacionadas as redutases terminais as quais estdo localizadas no
citoplasma ao contrério das outras bactérias. As redutases terminal ndo estdo envolvidas
diretamente na translocacdo de elétrons através da membrana e na geracdo do potencial

eletroquimico, e sim na transferéncia de elétrons na redugao do ion sulfato.

O ion sulfato, por ser muito estavel, ndo pode ser reduzido sem antes ser ativado
pela célula bacteriana. Com isso, o sulfato € catalisado pela enzima ATP sulforilase,
tendo como produto a adenosina-fosfossulfato (APS). Essa reacdo ocorre tanto no
processo dissimilativo como no assimilativo. A molécula de adenosina 5 -fosfosulfato

(APS) poderd ser transformada em fosfoadenosina 5 -fosfosulfato (PAPS), pela enzima
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APS quinase, segundo um mecanismo assimilativo ou em adenosina mono-fosfato
(AMP), pela enzima APS redutase, em um processo dissimilativo. Em outras palavras,
nos dois processos hd redugcdo do sulfato, porém, o metabolismo assimilativo estd
relacionado a incorporacdo das formas reduzidas do sulfato, enquanto que o
metabolismo dissimilativo estd relacionado ao processo respiratério das BRS, como
mostrado na figura 3. O APS € reduzido diretamente a sulfito (SO32'), consumindo
elétrons. Logo apds a formacdo do SOs>, as reacdes subseqiientes sdo realizadas

rapidamente, reduzindo o sulfito (SO32') a H,S (Madigan et al., 2003).

ATP PP ATP ADP
80,% T e PAPS
ATP sulfurilase APS quinase
9o APS NADFH
2g
ATP \ redutase | " )
L ADP
Adenosina trifosfato \\AMP \ PAP
80,+ Sekey
_ Sulfito _
6e \ redutase Be \
OH
APS l I
H,S HoS
. Compostos orginicos
Excregho contendo enxofre

Q—P—0H  Usado no metabolismo assimilativo
| (citeina, metionina, etc).

0

Redugio de sulfato Redugéo de sulfato
PAPS

dissimilativa assimilativa
Fosfoadenosina 5'-fosfosulfato

Figura 3 - Estrutura molecular do ATP, APS e PAPS. Vias metabdlicas de reducdo de sulfato:
assimilativa e dissimilativa. Observando as duas vias metabdlicas de reducdo de sulfato, verifica-se que o
sulfito ndo necessita de ativag@o para ser metabolizado pelas BRS. O sulfito pode ser substituido pelo
tiossulfato (Kaksonen, 2004; Madigan et al., 2003).
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2. Objetivos



Este projeto teve como objetivo principal o isolamento e a caracterizacdo
molecular de BRS obtida de regides tipicas de DAM. Para isso, foram abordados os

seguintes objetivos especificos:

1. Isolar BRS de amostras de corpos d’dguas com pH acido;

2. Caracterizar morfologicamente os isolados de BRS;

3. Avaliar o efeito da variacdo de pH no crescimento das BRS e reducao de
sulfato;

4. Clonar e sequenciar os genes sulfito redutase dissimilatéria (dsrB) e
hidrogenase (hyd);

5. Analisar a filogenia da BRS isolada por meio de programas computacionais;

6. Analisar o perfil da expressao do gene dsrB em diferentes condi¢des de pH.
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3. Relevancia



Drenagem dcida de mina produz efluentes dcidos carregados de metais pesados e
altas concentracdes de sulfato, muitas vezes excedendo os limites aceitos pela legislacdao
ambiental. Por acarretar conseqiiéncias irreversiveis uma vez iniciadas, € considerada
um dos problemas ambientais mais preocupantes para as agéncias fiscalizadoras do
meio ambiente e para as mineradoras. A alternativa mais promissora para a remediacao
de drenagem 4cida de mina envolve o uso de bactérias redutoras de sulfato (BRS). A
utilizacdo de BRS para a bioremediacdo de DAM € uma tecnologia vidvel, de baixo
custo, que pode contribuir para a diminuicdo da poluicdo de cursos d’dgua pelo ion
sulfato e por metais pesados.

A redugdo bioldgica de sulfato € facilmente conduzida quando os efluentes
contaminados com sulfato e metais pesados sdo previamente neutralizados. Entretanto,
para otimizar o tratamento da DAM, € necessdrio que sejam desenvolvidos novos
processos biotecnoldgicos de bioredugao de sulfato com BRS capazes de crescer em pH
acido. Diante destas consideracdes, torna-se importante a identificacdo e a
caracterizacdo de BRS capazes de crescer em pH 4cido, o que abre a possibilidade de
estender a aplicagdo das BRS ao tratamento de efluentes acidos. Esta perspectiva abre
um campo de pesquisa para a utilizacdo destas bactérias em processos biotecnoldgicos.
Sendo este um dos pilares da tecnologia deste século, no processamento de dguas
residudrias, contribuindo para a preservacdo dos recursos hidricos o qual é um bem
essencial a vida e que se tornou uma das grandes preocupacdes da humanidade neste

momento.
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4. Materiais e Métodos



4.1 AMOSTRAS

Para o presente estudo foram utilizadas amostras de sedimento de diferentes
areas tipicas de DAM gerada pela minera¢do de ouro no estado de Minas Gerais. O
sedimento das DAM apresentaram o pH em entorno de 2,5. As amostras foram
coletadas e armazenadas em sacos plasticos estéreis e transportadas para o Laboratério
de Hidrometalurgia da Universidade Federal de Ouro Preto-UFOP para o

enriquecimento e a realizacdo das anélises microbioldgicas.

4.2 ENRIQUECIMENTO E SELECAO DE BRS

A fim de enriquecer e selecionar BRS de amostras coletadas de sedimento de
DAM foi utilizado o meio de cultura Postgate C modificado por Cheung e Gu (2003),
cuja composicao estd apresentada na tabela 3. Com o objetivo de retirar qualquer trago
de oxigénio existente no meio foi adicionado tioglicolato de s6dio. O pH da solugado foi
ajustado para 5,5 + 0,2 e 7,0 + 0,2, em seguida, a solucdo foi esterilizada em autoclave.
A solugdo de sulfato de ferro foi autoclavada separadamente e depois adicionada a
solugdo de sais na propor¢ao 1:10.

Tabela 3 - Composi¢ao do meio de cultura de Postgate C modificado por Cheung e Gu (2003).

Ingrediente Quantidade g L'

Lactato de sodio 1,20
Citrato de s6dio 0,30
Extrato de levedura 0,10
NaSO, 4,50

CaCl, 2H,0 0,06
NH.Cl 1,00
KH,PO4 0,50
MgSOg4 2,00
FeSO, 7TH,O 0,50
EDTA 0,30
Tioglicolato de s6dio 0,50
Agar bacteriolégico 0,50
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Aliquotas de 12mL de cada amostra foram transferidas para frascos erlenmeyer
contendo 250mL de meio de cultura estéril. Os frascos foram incubados a 35°C, durante
uma semana. Apos esse periodo, uma outra aliquota de 12mL da cultura enriquecida, foi
transferida para um novo frasco erlenmeyer contendo outros 250mL do meio de cultura
e novamente incubado a 35°C por mais uma semana. Aliquotas dessas culturas

enriquecidas foram utilizadas para os ensaios microbiolégicos e moleculares.

4.3 ISOLAMENTO DE CULTURAS PURAS

O isolamento das bactérias em meio foi realizado pelo método de “pour plate”,
utilizando a diluicdo em série para a obtengdo de colonias isoladas. O meio de cultura
Postgate C foi solidificado com agar bacterioldgico (15g/L) e distribuidos em placa de
Petri. As placas foram incubadas a temperatura de 35°C, durante 24 horas. Colonias
isoladas foram repicadas com alcas bacterioldgicas e inoculadas em meio de cultura
Postgate C liquido, pH 5,5 + 0,2. Apds o crescimento, as culturas puras foram

preservadas em glicerol a -70°C.

4.4 CRESCIMENTO EM pH ACIDO

Ap6s o isolamento, foram realizados os testes do crescimento em pH 4cido.
Nesses experimentos foi utilizado etanol P.A. (6,7mL/L) como fonte de carbono, em
substituicdo ao lactato. Um indculo de 2mL de cada cultura isolada foi transferido para
tubo de ensaio com rosca contendo 10mL do meio de cultura Postgate C. O pH do meio
foi ajustado com HCI 1M para 4,5 + 0,2. Em seguida, os inéculos foram incubados a
35°C até apresentarem o precipitado preto FeS. Esses experimentos foram feitos em

triplicatas.

21



4.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

As culturas enriquecidas e os isolados foram caracterizados quanto ao arranjo,
forma e coloracdo da estrutura das células pela coloragdo de Gram, conforme o
protocolo descrito por Baron et al. (1994). As laminas foram analisadas por microscopia
Optica.

As células bacterianas também foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Essa técnica foi utilizada para se ter uma melhor resolu¢cdo da forma
das células sem perdas das caracteristicas morfoldgicas, que podem acontecer quando €
utilizado métodos convencionais de coloracdo. As laminas foram preparadas a fresco e
secadas ao ar. Em seguida, foi feita a metalizacdo das laminas com grafite, para
observacao no MEV. Estes experimentos foram realizados em colaboracdo com o

Laboratério de Microscopia Eletronica do DEGEO/EM-UFOP.

4.6 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO E ANALISE DA REDUCAO
DA CONCENTRACAO DE SULFATO

O crescimento bacteriano foi avaliado indiretamente por determinacdo de
densidade optica- D.O. (600nm) do meio em espectrofotometro (Hitachi - U2800A). A
D.O. é determinada pela funcdo do aumento da turbidez do meio gerada pelo
crescimento bacteriano.

As concentragdes de sulfato foram determinadas por meio da cromatografia
liquida de fons (Metrohm) em coluna de polimetacrilamida-quartenédria tendo como
eluente o carbonato (2.0mmol/L. NaHCO; e 1.3mmol/L Na,COj3). As amostras foram
preparadas antes de serem injetadas na cromatografia. O fons sulfeto foi removido com
uma solucdo concentrada de acetato de zinco. O pH foi corrigido para 11,0 com o
objetivo de precipitar o excesso de zinco da solu¢do, em seguida amostra filtrada com
filtro 0,45um (Millex, Millipore).

Para os isolados estudados, foi avaliado o efeito do pH na reducdo de sulfato e
no crescimento bacteriano. Uma aliquota de 12mL de cada cultura foi transferida para
um frasco ambar contento 1L de meio de cultura Postgate C modificado estéril (sem

FeSO, 7H,O) e o pH foi ajustado para pH 5,5 e pH 7,0. Como suporte para o
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crescimento bacteriano foi utilizada areia, previamente esterilizada, e transferida para o
fundo do frasco ambar. Os frascos foram incubados a 35°C por 8 horas. Apds esse
periodo, foram retiradas aliquotas a cada 8 horas para a leitura de D.O.¢pp € para a

andlise da reducao de sulfato. Os experimentos foram feitos em duplicata.

4.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR

A caracterizacdo ao nivel molecular das bactérias redutoras de sulfato foi
realizada no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal

de Ouro Preto-UFOP.

4.7.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

As amostras utilizadas para a caracterizacdo molecular estdo descritas na tabela
4. Como controle positivo foi utilizado a espécie D. vulgaris. Esta cultura foi
gentilmente cedida pelo Centro de Investigacdo e Desenvolvimento em Fermentagdo
Industrial (CINDEFI) CONICET-UNLP da Faculdade de Ciéncias Exatas da

Universidade Nacional de La Plata.

Tabela 4: Amostras utilizadas na andlise de caracterizagdo molecular.

Nome da cultura Tipo de cultura pH cultivado
Desulfovibrio vulgaris Isolada 7,0
C.a Mista 4.5
Cb Mista 5.5
C.1 Isolada 5.5

As culturas de BRS obtidas do enriquecimento e do isolamento foram
centrifugadas e o precipitado, contendo em torno de 5x10° células de BRS por mL, foi
transferido para um tubo tipo eppendorf e mantido a —20°C. Em seguida, procedeu-se a
extragdo do DNA gendmico utilizando o método do CTAB simplificado por Costa

(1997).
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Para cada 100uL do precipitado da cultura de BRS, foram adicionados 250uL do
tampao de lise (Tris 0,05 mM, pH 7,5, EDTA 1ImM, 1% de N-Laurilsarcosina) e
mantidos em banho maria a 37°C durante 1 hora. Em seguida, foram adicionados
100pg/mL de proteinase K e a mistura, incubada a 37°C por 4 horas. Ap6s o periodo de
incubacdo, foram adicionados 100uL de NaCl 5M e a amostra incubada novamente por
10 minutos a 37°C. Posteriormente foram adicionados 50uL de uma solugdo de
CTAB/NaCl a 10%, seguido por incubacao por 20 minutos a 65°C. A extragao do DNA
foi realizada com a adicao de igual volume de cloroférmio, homogeneizado com auxilio
de um vortex e centrifugado durante 10 minutos a 12.000xg. Apds centrifugacdo
ocorreu a separacao em duas fases, uma aquosa (superior) e outra organica (inferior). A
seguir, a fracdo aquosa foi transferida para um tubo tipo eppendorf estéril (1,5mL). O
DNA gendmico foi, posteriormente, precipitado pela adicdo de igual volume de
1sopropanol, invertido suavemente e acondicionado a -20°C, durante 30 minutos. Apds a
incubagdo, a mistura foi centrifugada a 12000xg por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi lavado com etanol 70% e
centrifugado por 5 minutos a 12000xg. Apds a centrifugagdo, o DNA precipitado foi
seco, ressuspendido em dgua Milli-Q e armazenado a 4°C.

Para a avaliagdo da qualidade da extracdo, cerca de 3uL de DNA gendmico
extraido foram analisados em gel de agarose a 0,8%, corados com brometo de etideo e

visualizados com auxilio de um transiluminador (Vilber Lourmat em UV).

4.7.2 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NESTE ESTUDO

Para as reacdes de PCR foram utilizados iniciadores espécie-especificos que
amplificam seqii€éncias génicas de enzimas importantes no metabolismo da reducio de
sulfato de BRS: sulfito redutase (dsrB) e hidrogenase (Hyd). Os oligonucleotideos
iniciadores foram construidos segundo Geets et al. (2005) e Wawer e Muyer (1995),
respectivamente. A tabela 5 mostra a seqiiéncia dos oligonucleotideos, com as
respectivas temperaturas de anelamento utilizadas e o tamanho dos produtos esperados

nas reacoes de PCR.
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Tabela 5 — Oligonucleotideos iniciadores especificos utilizados nas reagdes de PCR.

Seqiiéncia dos oligonucleotideos Temperatura
de
ligacdo

5 GTGTAGCAGTTACCGCA 3’ o
drsB 5" CAACATCGTYACCCAGGG 3’ 55°C

hvd 5" CGCCACGCCCAGCACTTCACCCAGCGC 3 60°C
Yy 5" GCAGGGCTTCCAGGTAGTGGGCGGTGGCGATGAGGT 3’

Produto

esperado
(pb)

350

400

4.7.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para amplificar parte das seqiiéncias correspondentes aos genes drsB e hyd, foi

utilizada a técnica de PCR. Em um tubo tipo eppendorf com capacidade para 200uL foi

adicionada a mistura da reagdo de PCR com um volume final de 50uL. Os componentes

da reagao estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6 — Reagentes utilizados na reacdo de PCR.

Componentes Volume Concentracao
Tampao da reagdo (sem Mg2+) SuL 10x
MgCl, 1,5uL 50mM
dNTPs IuL 10M
Solucgdo de oligonucleotideos 2ul 10mM
especificos diretos e inversos
Taq DNA polimerase IuL Su/uL
Agua Milli-Q 37,5uL
DNA gendmico ou DNA 2uL
plasmidial

25



A mistura reacional foi incubada em um termociclador (Thermo Hybaid Px2) a
94°C, durante 4 minutos para desnaturagdo do DNA e ativacdo da platinum Taq DNA
polimerase. Apds a desnaturacdo, a reacdo de amplificacdo consistiu de 35 ciclos
formados por uma etapa de desnaturagdo durante 1 minuto a 94°C, uma etapa de 1
minuto a 55°C (dsrB) e a 60°C (hyd) para o anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores € 1 minuto para extensdo a 72°C. Ao final dos ciclos a reacdo foi mantida
por 6 minutos a 72°C e resfriada a 4°C. A seguir, SuL do produto da reacdo foram
analisados em gel de agarose 1,2%. Os amplicons foram corados com brometo de etideo
e visualizados com auxilio de um transiluminador em UV. O tamanho dos fragmentos
amplificados foi analisado por comparacdo com um padrao de peso molecular de 100

pares de bases (Invitrogen).

4.7.4 PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

Cerca de 100uL do produto de reacdo, obtidos como descrito acima foram
transferidos para um novo tubo eppendorf. Em cada tubo foi adicionado 1/10 do volume
inicial de acetato de s6édio 3M pH 7,0 (10uL) e 2,5 do volume (250uL) de etanol
absoluto. Essa mistura foi incubada a -20°C por 30 minutos. Em seguida centrifugada a
10000 rpm por 5 minutos. O precipitado foi lavado com etanol 70% e seco. O DNA foi
suspenso em S0uL de TE (Tris-HCI 10mM/EDTA 1 mM pH 8,0).

4.7.5 PURIFICACAO DE FRAGMENTO DE DNA UTILIZANDO O METODO
FREEZE SQUEZE

A recuperagdo de fragmentos de DNA foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Tautz & Renz (1983). Primeiramente, com auxilio de um
bisturi, foi cortado do gel o bloco de agarose contendo a banda de interesse. Em
seguida, este bloco foi transferido para um béquer contendo 10mL de uma solugdo
composta de NaOAc 300mM/EDTA ImM, pH 7,0 e incubada ao abrigo da luz, sob
agitacdo lenta por 30 min. Posteriormente, o bloco de agarose foi transferido para um

tubo contendo 1a de vidro e mantido a -70°C por 30 minutos. O DNA livre da agarose
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foi obtido por centrifugacdo a 12000xg por 15 minutos e recuperado a -20°C pela
precipitacdo com solugdo de 1/10 de acetato de s6dio 3M pH 7,0 e 2,5 volumes de
etanol absoluto. Apds a lavagem com etanol 70% e seco, o DNA foi suspenso em 50uL

de TE.

4.7.6 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO

4.7.6.1 REACAO DE LIGACAO

As amostras purificadas dos amplicons correspondentes aos genes dsrAB e hyd
obtidos da BRS isolada e da BRS de referéncia (D. vulgaris) foram inicialmente ligadas
no vetor pPGEM-T easy (Promega) o qual estd ilustrado na figura 4. Para cada reacao foi
utilizado os seguintes componentes: SuL. de tampao, 3uLL do produto de PCR, 1uL de
vetor pGEM-T easy e 1uL. de DNA ligase. A reagdo foi incubada no termociclador a
4°C por 16 horas.
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Figura 4 — Vetor plasmidial pGem T-easy. Ilustracdo do vetor pGEM-T easy mostrando os pontos
referentes as seqiiéncias do vetor plasmidial de sequenciamento.
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4.7.6.2 PREPARO DE CELULAS ESCHERICHIA COLI DH5a COMPETENTE

As células de E. coli DHS5a foram tornadas competentes por meio da técnica
descrita a seguir. Uma colonia de bactéria DH5a foi inoculada em SmL de meio LB
(bacto-triptona 10g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 5g/L; pH=7,5), em tubo tipo
Falcon de 15mL e encubada a 37°C por 16 horas sob agitacdo de 200 rpm. Apds a
incubacdo, 250uL do pré-indculo foram transferidos para um tubo tipo Falcon de 5S0mL
e o volume completado para 25mL com meio SOB (bacto-triptona 2g/L; extrato de
levedura 5g/L; NaCl 0,58; KCl 0,2g/L; pH=7,5) suplementado com 250uL de MgSO;,
IM e 250puL de MgCl, IM. A cultura foi incubada por duas horas a 37°C sob agitacdo
de 200 rpm até que concentracdo de células atingisse uma densidade Gtica (600nm)
entre 0,4 e 0,6. A seguir, as células foram incubadas em banho de gelo por 30 minutos.
Apds o tempo de incubacdo, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 3000xg
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso
com auxilio de um pipetador automdtico em 10mL de tampao Pipes (60mM de CaCl,,
10mM de Pipes e 15% de glicerol P.A) para a lavagem das células. Em seguida, as
bactérias foram novamente centrifugadas a 2000xg durante 10 minutos a 4°C. A
lavagem foi repetida duas vezes nas mesmas condi¢des. Apds as lavagens, as células
foram incubadas por 30 minutos em banho de gelo e em seguida centrifugadas a 2000xg
por 10 minutos a 4°C. Depois da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em 1,2mL de tampao Pipes. As células competentes foram

armazenadas a — 80°C até o momento do uso.

4.7.6.3 TRANSFORMA CAO BACTERIANA

A uma aliquota de 100uL de células competentes foram adicionadas SuL do
produto da reagdo de ligagcdo, obtido conforme item 4.7.6.1. Essa mistura foi incubada
em banho de gelo durante 30 minutos, submetida a choque térmico a 42°C por 90
segundos e retornou ao banho de gelo, em seguida, por 2 minutos. A mistura foi
transferida para um tubo tipo eppendorf contendo 950uL de meio SOB e incubada

durante 90 minutos a uma temperatura de 37°C sob agitacao constante (200 rpm). Apos
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esse periodo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a 3000xg por 5 minutos e o
precipitado transferido para placas de Petri com meio LB-dgar contendo ampicilina
(100pug/mL), X-Gal (20ug/mL) e IPTG, e espalhadas com uma alca de Drigalski. A
presenca de X-Gal permitiu a selecdo de clones com inserto no plasmidio dos que nao
apresentavam o inserto através da mudanga na coloracdo da coldnia formada. As placas
contendo as células transformadas foram incubadas, durante 16 horas, a 37°C, em

estufa.

4.7.7 PCR DE COLONIAS

Para a confirmacdo da presenca do inserto de interesse na colonia a ser utilizada,
trés colonias recombinantes foram transferidas para 1,5mL de caldo LB/ampicilina
durante 14 horas e submetidas a amplificagdo por PCR como descrito no item 4.7.3.

A seguir, SuL. da reacdo foram analisadas em gel de agarose 1,2%. Os amplicons
foram corados com brometo de etideo e visualizados com auxilio de um transiluminador
em UV. O tamanho dos fragmentos amplificados foi analisado por comparagao com um

padrdo de peso molecular de 100 pares de bases (Invitrogen).

4.7.8 MINIPREPARACAO DE DNA PLASMIDIAL

Aliquota de SuL da cultura das células transformadas foram inoculadas em 5 mL
de meio LB/ampicilina (100ug/mL) e incubadas durante 16 horas a 37°C sob agitagdo
constante (200 rpm). O método de extracao utilizado foi o da lise alcalina descrito por
Maniatis et al. (1989). O procedimento adotado estd resumido a seguir: 1,5mL de
cultura bacteriana obtida como descrito acima, foram centrifugados a 14000xg durante
3 minutos, o sobrenadante removido e o procedimento realizado novamente. Em
seguida, o sobrenadante foi removido e o precipitado suspenso em 100uL de solugdo
TGE (Glicose 50mM, EDTA 10mM e Tris-HCI 25mM, pH 8,0) suplementada com
RNAse 20mg/mL. Apés a lise alcalina das bactérias com solucdo composta de NaOH
0,2N e SDS a 1% e precipitacdo das proteinas com acetato de potédssio 3M pH 4,0, o
sobrenadante foi submetido a extragdo com igual volume de cloroférmio. O DNA

plasmidial foi recuperado a -20°C pela precipitacdo com 1/10 de acetato de sédio 3M
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pH 7,0 e 2,5 volume de etanol absoluto. Ap6s a lavagem com etanol 70% e seco, o

DNA foi suspenso em 50uL de TE (Tris-HC1 10 mM/EDTA 1 mM pH 8§,0).
Posteriormente, SulL da reacdo foram analisadas em gel de agarose 0,8%. Os

amplicons foram corados com brometo de etideo e visualizados com auxilio de um

transiluminador em UV.

4.7.9 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Para o sequenciamento dos fragmentos génicos, utilizou-se a técnica do término
do crescimento da cadeia, inicialmente desenvolvida por Sanger et al, 1997. As reagdes
de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big-Dye Terminator (Applied
Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e as reacdes, analisadas no
seqiienciador automatico de DNA, ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Os plasmideos foram sequenciados nas dire¢cdes “direto” e “reversa”. O sequenciamento

foi realizado em colaborag¢do com a Universidade de Sdo Paulo -USP — Riberado Preto.

10 20 30 40 50
GGGCCCHTCCCTCGC ATGD TCCC GGCCGCCATOGC GHNCCGC GGG AATTC G

l‘ﬁ MTJ Lﬁ’ i

Figura 5 - Cromatograma obtido apds a leitura em gel de sequenciamento automatico

4.7.10 ANALISE DAS SEQUENCIAS

As seqiiéncias obtidas foram submetidas a uma busca por homologia de

nucleotideos e aminodcidos com wuso dos algoritmos BLASTn e BLASTp,

respectivamente (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a identificacdo das provaveis regides

codificadoras foram realizadas anélises das seqiiéncias utilizando Artemis (Rutherford,
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2000). O banco de dados COG e Pfam foram utilizados para a determinagdo do dominio
da proteina. O alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos, obtidas com os ort6logos,
foi realizado com auxilio do programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997). A é4rvore
filogenética foi construida pela método de distancia, utilizando o algoritmo Neighbor-

Joining. O software utilizado para a construcdo das drvores filogenéticas foi o Mega 4.0

4.7.11 EXTRACAO DO RNA TOTAL DAS CULTURAS ISOLADAS

Nos experimentos de extracdo de RNA, a dgua utilizada foi inicialmente tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC-Sigma) na propor¢do de 1/1000, deixada em repouso
por 12 horas e a seguir esterilizada com auxilio de uma autoclave, latm 120°C, para
tornar-se isenta de RNases. Todos os materiais, tais como: ponteiras, tubos eppendorfs,
e vidrarias foram lavados com dgua DEPC e autoclavados por 40 minutos.

Para a extracdo de RNA total, 2x10°% de células bacterianas foram adicionadas a
ImL de Trizol (Gibco-BRL). Em seguida, a mistura foi homogeneizada trés vezes com
o auxilio de um vortex. A mistura foi incubada por 40 minutos a temperatura ambiente.
Ap0s este intervalo foram adicionados 200uL de cloroférmio e agitado vigorosamente
por 1 minuto em vortex. A mistura resultante foi incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente e a seguir centrifugada por 10 minutos a 10.000xg. A fase aquosa
foi entdo transferida para um eppendorf de 1,5mL e adicionado 500uL de isopropanol
(Sigma). A mistura foi homogeneizada por inversado e incubada por 30 minutos a -20°C.
Apos este periodo os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 xg e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 5
minutos a 10.000 xg, e o sobrenadante descartado novamente.

Posteriormente, o0 RNA total foi mantido por 20 minutos a temperatura ambiente
para a evaporacao total do etanol. A seguir, foi ressuspendido em 25uL. de 4gua DEPC
e incubar 56°C por 10 minutos. Para quantificar o RNA, foram diluidos 4uL da solu¢do
em 1000 puL de dgua. A leitura foi processada em 260 e 280 nm, para estimar o grau de
contaminagdo com proteinas. Segundo Maniatis et al., (1989), 1 unidade de absorc¢do na

D.O. a 260nm corresponde a 40ug de RNA/mL.

31



A integridade da preparagdo foi verificada em gel de agarose a 1,2% em MOPS
1X diluido com dgua DEPC (Mops 21g, Acetato de sddio diidratado 3,4g, EDTA
tetrassodico 1,9g, dgua DEPC 500mL, o pH 7 e autoclavado). Antes de aplicar as
amostras no gel de agarose, 10ug de RNA foram adicionados a 15ul de tampao de
amostra (formamida 187,5uL, formaldeido 27,5uL, Mops 10X 37,5uL, azul de
bromofenol [100mg/mL] 1uL, d4gua DEPC 42uL e brometo de etideo 0,5uL). Essa
mistura foi desnaturada por 15 minutos a 65°C, seguida de banho de gelo por 3
minutos. As amostras foram aplicadas no gel e adotou-se uma voltagem de 45 a 50
volts sendo o tampao de corrida MOPS 1X. O padrdo de RNA (0,24 a 9,5 Kb Gibco)

foi tratado nas condi¢des descritas acima.

4.7.12 RT-PCR (Reverse - Transcription Polimerase Chain Reaction)

A andlise da expressdo do gene dsrB crescidas em diferentes pHs, foi realizada
por RT-PCR. A partir do RNA total obtido das células bacterianas foi sintetizada a
primeira fita do cDNA pela atividade da enzima transcriptase reversa (Thermoscript
RT- PCR System -Invitrogen), como brevemente descrito abaixo. Inicialmente foram
utilizados aproximadamente S5ug de RNA total, 50pmol de oligonucleotideos
iniciadores especificos, 10mM de dNTPs e dgua livre de RNAse para um volume final
de 10uL. A desnaturacdo do RNA foi realizada através da incubacdo da mistura a 65°C
em termociclador (ThermoHybaid) durante 5 minutos, seguido de banho de gelo por 1
minuto. Em seguida, foi adicionado o tampao da enzima, 0,1M de DTT (ditiltreitol) e
15 unidades da enzima transcriptase reversa. Posteriormente, essa mistura foi incubada
em termociclador a 37°C durante 60 minutos, seguida de outra incubagdo a 85°C por 5
minutos. Finalizando a reacdo foi acrescentado 1,0ul. de RNAse H e a amostra
incubada por 20 minutos a 37° C para a digestdio do RNA utilizado como molde. A
amostra foi estocada a -20°C até o momento do uso.

No intuito de obter o cDNA fita dupla, amplificagdes foram realizadas
utilizando 2ul. do cDNA, combinados com os oligonucleotideos especificos para a
amplificacdo do gene dsrB. A mistura reacional foi incubada em um termociclador

(Thermo Hybaid Px2) a 94°C, durante 4 minutos para desnaturacdo do DNA e ativacdo
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da platinum Taq DNA polimerase. Apds a desnaturagdo, a reagdo de amplificacdo
consistiu de 25 ciclos formados por uma etapa de desnaturacdo durante 1 minuto a
94°C, uma etapa de 1 minuto a 55°C para o anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores e 1 minuto para extensdo a 72°C. Ao final dos ciclos a reacdo foi mantida

por 6 minutos a 72°C e resfriada a 4°C.
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5. Resultados



5.1 ENRIQUECIMENTO E ISOLAMENTO DE BRS

A partir das técnicas utilizadas para o enriquecimento e selecio de bactéria
redutora de sulfato (BRS) das amostras de sedimento de uma regido de drenagem &cida
de mina (DAM), foi obtido trés culturas enriquecidas de diferentes locais, denominadas
de A, B e C, as quais foram capazes de produzir o gas sulfidrico. Devido a este gés e a
presenca de FeSO,4.7H,O no meio de cultura ocorreu a formacdo de um precipitado
preto de FeS, durante o enriquecimento das culturas, conforme pode ser observado na

figura 6. O precipitado de FeS € um indicativo da presenga de BRS no meio de cultura.

-

Figura 6 —-Tubos de ensaio com meio Postgate C. (1) Meio de cultura sem inéculo e (2) Meio com
inéculo. A mudanca da coloracdo do meio de cultura indica a precipitacdo do metal Fe na forma de FeS
ap0s sete dias de incubagd@o a 37°C. O FeS € um indicativo da presenca de BRS no meio de cultura.

Entretanto, somente a cultura C apresentou crescimento em pH 5,5. Como o
objetivo deste trabalho € a obtencao de BRS capazes de crescer em condi¢des 4cidas, foi
realizado o isolamento das culturas, a partir da cultura C. Um total de 17 culturas puras
foram isoladas. Em seguida, cada isolado foi inoculado em meio modificado, Postgate
C, para possivel confirmacdo da presenca de BRS. Entretanto, somente uma cultura

pura, denominada de C.1, foi capaz de produzir o gés sulfidrico em pH 4,5 + 0,2, com a
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formacao de precipitado negro de FeS. As outras 16 culturas foram mantidas em freezer

-70°C para trabalhos posteriores.

5.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO ISOLADO C.1

A partir da coloragdo da cultura isolada C.1 pela técnica de coloracdo de Gram,
foi possivel observar em microscopico Optico trata-se de células bacterianas na forma de
bastonetes Gram negativos. Este resultado foi confirmado usando microscopia
eletronica de varredura (MEV), a qual proporcionou a observacdo mais nitida da forma

celular do isolado C1, confirmando-se a forma de bastonetes (figura 7).

Figura 7 — Microscopia eletronica de varredura das células bacterianas da cultura pur%l C1. Uma aliquota
de 100 pL do inéculo da cultura isolada (C.1) foi fixada em laminas e em seguidas metalizadas com
carbono.
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5.3 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO E ANALISE DA REDUCAO
DA CONCENTRACAO DE SULFATO

Com propésito de conhecer a dindmica de crescimento da cultura C.1 e da
cultura mista C em diferentes pHs (5,5 e 7,0) e o potencial de reducdo de sulfato em pH
moderadamente acido, foi determinada as curvas de crescimento baseadas na leitura da
densidade optica (D.O.¢oonm) € a deteccdo da concentracdo sulfato ao longo do
crescimento. As figuras 8 A e B, mostram a curva de crescimento e a reducao de sulfato
da cultura C.1, em pH 5,5 e 7,0. Pode-se observar um perfil equivalente frente a
mudanca de pH. A D.O. ¢ponm méxima de 0.4410.01 foi observado nos dois pHs. Apds
10 dias de inoculacdo foram observadas células vidveis. Também se pode observar que
o consumo de sulfato nas duas condi¢des avaliadas foi de 50%. A taxa de reducdo de
sulfato na fase exponencial de crescimento bacteriano nos ensaios em pH 5,5 e 7,0
foram 0,054g/L/h e 0,062g/1/h, respectivamente.

As figuras 9 A e B ilustram a curva de crescimento e a reducdo de sulfato da
cultura enriquecida C. O perfil da curva de crescimento desta cultura ndo apresentou
mudancas nos pHs 5,5 e 7,0. A D.O. ¢ponm méxima de 0.441+0.01 também foi observada
nos dois pHs. O consumo de sulfato desta cultura foi maior que a cultura isolada C. O
grafico mostra que a reducdo de sulfato, para os dois pHs, foi de 60%. A taxa de
reducdo de sulfato na fase exponencial de crescimento bacteriano da cultura enriquecida

nos ensaios em pH 5,5 e 7,0 foram 0,062¢g/1/h e 0,024g/L/h, respectivamente.
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5.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DA CULTURA C.1

5.4.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Ap6s a extragdo do DNA genomico das culturas D. vulgaris (controle positivo),
C.a (cultura mista pH 4,5), C.b (cultura mista pH 5,5) e C.1 procedeu-se a andlise da
integridade do DNA em gel de agarose a 0,6%, como mostrado na figura 10. Pode-se

notar que todas as preparagdes contém DNA integro e livres de RNA.

—
DNA gendmico

Figura 10 - Andlise da integridade do DNA
gendmico. 1- Cultura referéncia: D. vulgaris; 2-
Cultura mista pH 4,5; 3 — Cultura mista pH 5,5 e 4-
Cultura isolada. O gel de agarose foi corado com
brometo de etideo.

5.4.2 PRODUTOS DE PCR

A amplificagdo dos genes de interesse nesse estudo, dsrB e hyd, foi realizada
pela técnica de PCR. Para o fragmento do gene dsrB, mesmo apds a amplificacio em
alta estringéncia (T = 55°C), foram obtidas bandas inespecificas com mais ou menos
250pb. Posteriormente, a banda de interesse, indicado pela seta (350 pb), foi purificada

e clonada. A figura 11 mostra os produtos obtidos nesta reacao.

Figura 11 - Produto de PCR do primer dsr
(sulfito redutase). PM- padrio de peso
molecular 100pb; 1- D. vulgaris; 2- C.a
(cultura mista pH 4,5); 3- C.b (cultura mista
pH 5.5) e 4 - C.1 (cultura isolada). A seta
indica a banda de interesse de 350 pb.
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O produto de PCR gerado pela amplificagio do DNA gendmico referente ao
fragmento génico hyd estd ilustrado na figura 12. Mesmo ap6s a amplificacdo em alta
estringéncia, apds vdrios testes com diferentes temperaturas de anelamento, foram
obtidas bandas inespecificas com mais ou menos 500pb. Posteriormente a banda de

interesse, indicado pela seta (450 pb), foi purificada e clonada.

Figura 12: Produto de PCR do primer hyd
(hidrogenase). PM- padrido de peso molecular;
1- D. vulgaris; 2- C.a (cultura mista pH 4,5); 3-
C.b (cultura mista pH 5.5) e 4 - C.1 (cultura
isolada).

5.4.3 PCR DE COLONIAS

Trés coldnias recombinantes foram obtidas da transformagdo bacteriana,
conforme descrito em materiais € métodos. Para a confirmagdo da presenga do inserto
de interesse na colonia foi realizado o PCR de col6nia. Os amplicons foram corados
com brometo de etideo e visualizados com auxilio de um transiluminador em UV, como

mostrado na figura 13.

Figura 13 : Gel de agarose 1,2% ilustrando a andlise da
presenca de fragmento de interesse por PCR de célula.
PM - Padrio de peso molecular 100pb. 1-3 Clones
provenientes da transformagao bacteriana com amostra da
cultura de BRS isolada.

500pb
—>
350pb
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5.4.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS DOS CLONES

Ap6s a confirmagado da presenca do inserto pelo PCR, trés col6nias independentes
foram crescidas em meio LB suplementado com amplicilina. Em seguida, o DNA
plasmidial (figura 14) dos clones foi extraido e purificado para posterior

seqiienciamento.

Figura 14 : Andlise da mini-preparagdo plasmidial
em gel de agarose a 0,8%. Cerca de 3 pL da
minipreparacdo foram analisados em gel de
agarose e corado com brometo de etideo.

5.4.5 ANALISE COMPUTACIONAL DAS SEQUENCIAS

A partir dos resultados do sequenciamento de trés corridas independentes, foram
obtidas as seqiiencias consensos como mostrado no apéndice item 1 figura 1.1.
Entretanto o tamanho da seqiiéncia consenso referente ao gene hyd ndo coincidi com 0s
produtos de PCR mostrados na figura 12. Com isso, esta seqiiéncia ndo foi utilizada nos
estudos de filogenia.

Apés a obtencdo da seqiiéncia consenso do gene dsrB, esta foi depositada no
banco dados GenBank (NCBI-NIH, Bethesda, USA) com seguinte nimero de acesso
EU086051. Em seguida, foi realizado o alinhamento local com as seqiiéncias
depositadas no banco de dados GenBank (NCBI-NIH, Bethesda, USA), utilizando o
programa BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). A seqiiéncia dsrB da cultura
C.1 apresentou identidades significativas com 3 espécies do género Desulfovibrio, como

pode ser observado na Tabela 7.
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Tabela 7— Anilise da identidade das seqiiéncias de nucleotideo de dsrB com seus ort6logos.

N° de Descricao E-value Identidade
acCesso

ABO061538.1 Desulfovibrio fructosovorans e 93%
AB061536.1 Desulfovibrio burkinensis 8e ! 93%
AY749039.1 Desulfovibrio aerotolerans 2e* 929,

O algoritmo BLASTN analisou a homologia da seqiiéncia com as seqiiéncias dos ort6logos depositadas
no banco de dados. A identidade indica a porcentagem de residuos idénticos observados na regido de
alinhamento. As seqiiéncias indicadas pelo programa BLAST sdo consideradas estatisticamente
significantes quando o e-value for < e”.

Para a identificacdo das provaveis regides codificadoras da proteina DSR, foi
utilizado o programa Artemis. Este programa € capaz de evidenciar a janela aberta de
leitura referente a seqiiéncia em estudo. O fragmento amplificado para o gene dsrB
apresenta uma janela aberta de leitura localizada na posi¢do +2, codificando 125
residuos de aminodcidos. Esse fragmento faz parte de uma por¢do maior do gene em
questdo. Dos 125 aminodcidos preditos, 119 pertencem ao dominio conservado da

proteina estudada (COG2221.2) (figura 15).

Figura 15 - Representacdo esquemadtica da localizagdo dos dominios conservados. A — Representa os
dominios para os genes DsrA- “Dissimilatory sulfite redutase (desulfoviridina), sub-unidades alpha e
beta”.

A seqiiéncia de aminodcidos predita foi alinhada com diferentes ort6logos,
utilizando o programa CLUSTALX 2.0. O resultado do alinhamento mostrou que o
fragmento cobre uma regido conservada do gene dsrB (figura 16). Entretanto,
comparando a seqiiéncia da cultura C.1 com as seqii€ncias dos ort6logos que apresentou
maior similaridade (D. fructosovorans, D. burkinensis e D. aerotolerans) nota-se a

auséncia de um residuo de histidina, na posi¢do 4 e uma substitui¢do de tirosina por
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leucina na posi¢do 124. A seguir, esta seqii€éncia predita de aminoécidos foi submetida a
busca de identidade/similaridade utilizando-se o algoritmo BLASTp e a base de dados

disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov (tabela 8).

Tabela 8 — Andlise das seqiiéncias de aminodcido preditos do gene dsrB utilizando o programa
BLASTDp.

N° de Descricao E-value Identidade
acesso

ABO061538.1 Desulfovibrio fructosovorans 5¢% 95%
AB061536.1 Desulfovibrio burkinensis 6e 95%
AY749039.1 Desulfovibrio aerotolerans 7¢ 94%

A identidade indica a porcentagem de residuos idénticos observados na regido de alinhamento. As

seqiiéncias indicadas pelo programa BLASTp sdo consideradas estatisticamente confidveis quando o e-
-5

value for <e”.

A arvore filogenética foi construida pela método de distancia, utilizando o
algoritmo “Neighbor-Joining”. O software utilizado para a constru¢do das drvores
filogenéticas foi o Mega 4.0 (Figura 17). A relacdo filogenética da sequéncia de
nucleotideos do gene dsrB com seus ortdlogos mostrou que a seqiiéncia C.1 formou um
ramo indepedente do grupo monofilético constituido pelas espécies D. fructosovorans,

D. burkinensis e D. aerotolerans.
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Thermodesulfobacterium.commune

Thermodesulfobacterium.thermophilum

Desulfovibrio.aminophilus

Desulfovibrio.aespoeensis

Desulfovibrio.longus

Desulfovibrio.termitidis

413 — Desulfomonas.pigra

1000 — Desulfovibrio.desulfuricans

1000

Desulfovibrio.simplex

Desulfovibrio.gigas

542 Desulfovibrio.gabonensis
1000

Desulfovibrio. fructosovorans

1000 DAMC]
763 — Desulfovibrio.aerotolerans

930

L
)
B

Desulfovibrio.burkinensis

Desulfovibric.africanus

921 991

Desulfovibric.alkalitolerans

Desulfonatronum.lacustre
999

Desulfosarcina.sp.
973

Desulfoarculus.baarsii

Desulfofustis.glycolicus

Thermodesulforhabdus.nervegicus

080

Desulfacinum.infernum

Figura 17 : Arvore filogenética baseada na seqiiéncia de nucleotideos do fragmento génico dsrAB (376
pb) do isolado C.1. A barra indica que para 100 nucleotideo 2 sdo substituidos. O niimero de acesso dos
ortologos sdo Desulfovibrio burkinensis |AB061536.11, Desulfovibrio aerotolerans |AY749039.11,
Desulfovibrio fructosovorans |AB061538.11, Desulfovibrio alkalitolerans |AY864856.1|, Desulfosarcina
sp. AF360646, Desulfovibrio africanus |AF271772.11, Desulfovibrio longus AB061540.1|, Desulfovibrio
aespoeensis |AF492838.1l, Desulfovibrio aminophilus 1AY626029.11, Desulfovibrio gabonensis
IAY626027.11, Desulfovibrio gigas IDGU80961l, Desulfovibrio simplex |AB061541.1|, Desulfovibrio
desulfuricans |DDE249777\, Desulfomonas pigra |AB061534.11, Desulfovibrio termitidis |IAB061542.1,
Desulfonatronum lacustre 1AF418189\, Desulfoarculu baarsii 1AF334600I|, Desulfofustis glycolicus
IAF482457.1l, Desulfacinum  infernum |AF482454.1l, Thermodesulfobacterium  thermophilum
IAF334598.11, Thermodesulfobacterium commune |AF334596.11 e Thermodesulforhabdus norvegicus
I1AJ277293.11.
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5.4.6 EXTRACAO DO RNA

Ap6s a extracdo do RNA total da cultura C.1 crescida em pH 5,5 e 7,0,
procedeu-se a andlise da integridade do RNA em gel de agarose a 1%, como mostrado
na figura 17. A concentracdo foi ajustada para um Ipg/uL para a realizacio dos

experimento de andlise da expressao.

pH 5.5 pH 7.0

1 2 3 4

Figura 18 - Extracdo de RNA total da cultura C.1 em
pH 5,5 e 7,0. Gel de agarose/formaldeido 1% contendo
em cada canaleta aproximadamente 5 pg de RNA total.
(1) 30 horas de crescimento em pH 5,5; (2) 100 horas
de crescimento pH 5,5; (3) 30 horas de crescimento em
pH 7,0 e (4) 100 horas de crescimento em pH 7,0.

5.4.7 RT-PCR (Reverse- Transcription Polimerase Chain Reaction)

O perfil da expressio do gene dsrB foi investigado em dois estdgios de
crescimento da cultura C.1 em meio Postgate C com pHs iniciais ajustados para pH 5,5
e 7,0. Como observado na figura 18, a expressao dos genes em questdo foi equivalente
nos dois pHs e nos diferentes tempo de crescimento, sugerindo que o pH 5,5 ndo afeta a

transcri¢do deste gene.

pH 5.5 pH 7.0
PM 1 2 3 4 CN

Figura 19 : Expressdo do gene dsrB. Cerca de 10pL
do produto de PCR foram analisados em gel de
poliacrilamida (10%) e corado com nitrato de prata.
(PM) peso molecular; (1) 30 horas de crescimento em
pH 5,5; (2) 100 horas de crescimento pH 5,5; (3) 30
horas de crescimento em pH 7,0 e (4) 100 horas de
crescimento em pH 7,0. (CN) controle negativo. O
frasmento de 350 nb esta indicado nela seta.
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6. Discussoes



Um dos maiores problemas que afetam as empresas de mineracio € a geracdo de
DAM. A escolha de um tratamento para a remediacdo da DAM ¢ ditada pelo custo
econdmico e pelo fator ambiental. Muitas vezes o verdadeiro valor ambiental de um
processo de remediacdo nao € imediatamente aparente, sendo somente observado apos
alguns anos de aplicacdo do método. Tradicionalmente, um grande volume de DAM
tem sido tratado por processos quimicos, chamado tratamento ativo, porém, o alto custo
dos reagentes e o problema com a disposi¢do do lodo gerado, ressalta a importancia da
utilizacdo de tratamentos alternativos. Atualmente, as mineradoras t€ém demonstrado
interesse pelo tratamento passivo utilizando BRS (Johnson e Hallberg, 2005).

Nas udltimas décadas, vdrios estudos t€ém sido conduzidos com o objetivo de
aprimorar as técnicas de reducdo de sulfato utilizando BRS em sistemas de bioreatores.
Uma das questdes a ser resolvida € a sensibilidade das BRS a acidez, o que dificulta o
potencial na biotecnologia da remediacdo de efluentes 4cidos, ja que uma das
caracteristicas da DAM ¢ a alta acidez (Kolmert e Johnson, 2001).

Estudos ecoldgicos voltados para sustentabilidade ambiental ainda sdo falhos.
Ambientes extremos, como regides dcidas, termofilas e aridas sdo considerados
importantes “hot spots” da megadiversidade microbiana. Estas regides sdo habitats de
microrganismos adaptados a condi¢des extremas (Ghauri et al, 2005).

Johnson (1995) relata que a diversidade microbiana de ambientes dcidos € alta,
incluindo bactérias que catalisam a reducdo de ferro e enxofre, confirmando assim a
importancia do estudo dessa diversidade a partir do isolamento e caracterizagao de BRS
desses ambientes. Entretanto, o potencial das BRS tem sido pouco estudado.
Considerando estes aspectos entende-se que o uso de ambientes extremos para isolar
microrganismos adaptados poderd evidenciar novas espécies para o uso sustentaveis em
processos biotecnoldgicos. Diante disso um dos objetivos deste trabalho foi selecionar e
isolar BRS de DAM e correlacionar o seu potencial de reducdo de sulfato em diferentes
valores de pHs. Este tipo de andlise também permitird comparar a atuacdo de
microrganismos isolados ou em consércio em processos de bioremediagao.

Na literatura varios trabalhos descrevem a ocorréncia de reducdo de sulfato a
sulfeto por BRS em ambientes acidéfilos. Tem-se tentado o isolamento de BRS

acidofilas, porém o que se observa € o uso inadequado da matéria organica para o
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crescimento de BRS como, por exemplo, 4dcido orgénico lactato, o qual nesta condi¢do
existe predominantemente na forma de 4cido lipofilico ndo dissocidvel (Johnson, 1998).

Grandes avangos foram obtidos com crescimento de BRS em pH é&cido
utilizando substratos ndo idnicos tais como glicerol, etanol e metanol (Johnson, 1998).
Isto foi comprovado pelo presente trabalho, pois, na tentativa de crescer BRS em pH
4,3, tendo o lactato como fonte de carbono, ndo se obteve resultados satisfatorios.
Entretanto, quando se substituiu o lactato por etanol, foi possivel observar formacao de
precipitado preto (FeS) durante o crescimento da cultura enriquecida C e da cultura pura
C.1 em pH 4,5. Contudo, ndo foi possivel avaliar a reducdo de sulfato e a curva de
crescimento, neste pH. Isto ocorreu devido ao crescimento lento e inconstante destas
culturas. Em pH 4.5, as culturas C e C.1 apresentaram o precipitado preto (FeS)
somente depois de 3 a 4 semana de incubag¢do, sendo entdo invidvel o encaminhamento
dos estudos neste pH pelas condi¢des propostas pelo trabalho. Por este motivo foi
realizado o teste da reduc¢do de sulfato e da curva de crescimento em pH 5,5 e 7,0.

Em 1965, Postgate avaliando o crescimento de espécies de Desulfovibrio, ele
detectou um problema pratico na determinagao da taxa de crescimento. A presenga de
ferro no meio de cultura dificulta a leitura da densidade Optica por espectrofotometria.
Este problema foi observado neste trabalho. Quando o experimento era realizado em
meio Postgate C com ferro nido era possivel realizar a leitura em espectrofotometro
devido ao precipitado preto (FeS). A contagem de bactéria em camara de Neubauer
também era dificultada, pois o precipitado de FeS aglomeravam-se nas células
dificultando a contagem em microscopio optico, por isso, viu-se a necessidade de retirar
o ferro do meio de cultura.

A cultura C.1 mostrou uma taxa de crescimento semelhante para os dois valores
de pHs. Este resultado divergiu com os valores apresentados pela literatura, pois a
maioria dos estudos descrevem pH 6timo de crescimento de BRS entorno de 7,0 (Leu et
al., 1999). A reducgdo de sulfato seguiu o comportamento do crescimento bacteriano, a
qual foi similar nos dois pHs iniciais (5,5 e 7,0). Como mostrado na figura 8, apés 144
horas de crescimento, a porcentagem de reducdo de sulfato foi de 50%, sugerindo
também que o pH inicial 5,5 ndo altera a reducdo de sulfato, isto corroborando a
hipétese de que o metabolismo da cultura C.1 ndo € afetado com o aumento do potencial

hidrogenidnico.
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Existem poucos trabalhos na literatura, que descrevem o uso de culturas puras na
reducdo de sulfato, principalmente em sistema de batelada. Medircio et al. (2007)
relatram uma redugdo de sulfato de 26% na presenca de manganés enquanto que
Cabrera et al. (2006) descreveram uma cepa de D. vulgaris com potencial de 40% de
reducdo de sulfato. Entretanto, estas taxas de reducio foram obtidas em pH 7.0, o qual
estd dentro da faixa 6tima de pH para o crescimento de BRS. A literatura ndo relata
culturas puras de BRS com uma capacidade significativa de reduzir sulfato em pHs
moderadamente 4cidos como foi descrito por este trabalho. Com isso, estes resultados
abrem uma perspectiva para o uso de DAM como fonte para isolar microrganismos que
sobrevivem em condi¢des de pH extremos.

Também foi estudo, a eficiéncia da reducdo de sulfato da cultura enriquecida
C.1. Apesar de até o momento nao se conhecer totalmente a composicdo da populagao
de microrganismo desta cultura, estudos foram conduzidos com o objetivo de avaliar o
seu potencial de reducdo de sulfato em condi¢cdes moderadamente 4cidas. As figuras 9
A e B mostram que o aumento do pH inicial ndo afetou nem o crescimento e a redugcao
de sulfato. Taxas significativas de reducdo foram obtidas no crescimento da cultura C
em meio Postgate C (~60%). Estes resultados em conjunto mostram que ndo houve
diferencas expressivas no consumo de sulfato quando se comparou uma cultura pura de
uma aparentemente em consoOrcio, que neste caso a cultura pura tem um grande
potencial para ser utilizada em reatores no tratamento de DAM.

Muitos estudos tém relatado o uso de consércios de BRS em reatores continuos
na bioremediacdo de DAM, entretanto ndo € relatado taxa tdo altas de reducdo de
sulfato como as detectadas utilizando uma cultura pura como descrito neste trabalho.
Virios grupos independentes mostraram que BRS acidéfilas presentes em bioreatores
sdo capazes de reduzir sulfato e gerar alcalinidade de efluentes com pH 3 (Johnson,
1995 e Kolmer e Johnson, 2001, Johnson et al., 2006). Elliott ef al. (1998) operaram um
bioreator continuo, utilizando BRS, em condicdes ditas ndo apropriadas para a reducao
de sulfato, os valores de pHs de entrada eram 4.,5; 4,0; 3,5 e 3,25. Em pH 3,25 o sistema
removeu 38,3% de sulfato e aumentou o pH do meio para 5,82. Em pH 3,5, a producao
de sulfeto nao foi detectada e 14,4% do sulfato foi removido. Isto € explicado porque
nestes consorcios possivelmente existem bactérias com capacidade fermentativa e

acetogénicas. Com isso ocorre uma combinacdo da atividade metabdlica entre as
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bactérias, pois os produtos metabdlicos de certas BRS aceleram o metabolismo de
outras (Dwyer et al., 1988). Esses tipos de consoércios sintréficos de microrganismos
redutores de sulfato acetogénicos e fermentativos t€m um papel importante na
bioremediacao de DAM (Iegen e Harrison, 2006). Entretanto, sdo raros os trabalhos que
mostram bons resultados de bioremediacao utilizando culturas isoladas.

Para amenizar o problema da acidez no uso das BRS no tratamento de drenagem
acida, muitos trabalhos de engenharia tém proposto técnicas alternativas na utiliza¢do
de reatores continuos. Kaksonen et al. (2003) trataram DAM (pH 2,5-5,0, 1,0-2,2g/L de
sulfato) em reator continuo. A técnica utilizada pelos autores foi a recirculacdo do
efluente do reator, o qual tem o valor de pH préximo de 7,0. A mistura do efluente com
a dgua 4cida, aumenta o valor de pH antes de entrar no reator. Outra técnica foi
desenvolvida por Tsukamoto et al. (2004), eles adaptaram BRS com o acréscimo
continuo de acidez em colunas. Os autores observaram que o aumento do pH afetava a
eficiéncia das BRS, e uma fonte alcalina era necessdria para que a reducio de sulfato
fosse eficiente. A partir destes trabalhos pode-se observar que independente do tipo de
reator usado para a reducdo de sulfato, a DAM deve ser previamente neutralizada para
que a atividade das BRS nao seja afetada.

Uma das grandes contribui¢cdes deste trabalho foi o isolamento de uma cultura
de BRS capaz de reduzir 50% de sulfato em pH 5,5, o que abre uma perspectivas para
proximos trabalhos no sentido de testar o uso desta BRS para o tratamento de DAM,
sem uma etapa prévia de neutralizacdo. Além disso, os resultados do presente trabalho
reforcam que a microbiologia de DAM deve ser estudada com detalhes ja que BRS
capazes de crescer em pHs dcidos podem ser isoladas e identificadas desses ambientes.

Durante muitos anos, a abundancia e a diversidade de BRS foram baseadas em
técnicas tradicionais de microbiologia e hibridizacdo com oligonucleotideos iniciadores
especificos para rRNA. Outra técnica comumente utilizada foi a andlise da seqiiéncia do
rRNA 16S, como critério de definicao de diferentes niveis de tdxons. Porém a seqiiéncia
do rRNA 16S nao informa sobre a diferenca dos potenciais fisioldgicos entre BRS
(Chang et al., 2001).

O estudo do perfil da comunidade de BRS baseada nos genes dsrAB permite um
maior conhecimento da atividade metabdlica desses microrganismos. Estudos recentes

de diversidade de populacio de BRS por clonagem e sequenciamento de genes
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especificos do metabolismo desses microrganismos, como sulfito redutase
dissimilatério (dsrAB), demonstraram ser eficiente na identificacdo e na estimativa da
diversidade de BRS no ecossistema (Geets et al., 2005). Com isso, o presente trabalho
estudou uma alternativa para a identificacdo de BRS de amostras regidao de DAM, tendo
como marcadores moleculares os genes dsrAB e o hyd. Com o propésito de amplificar o
fragmento génico dsrAB, foi utilizado oligonucleotideos iniciadores propostos por Geets
et al., 2005 e para o gene hyd, como descrito por Wawer e Muyer, 1995.

A literatura tem validado o uso do oligonucleotideos iniciadores
DSRI1F/DSR4R, que amplificam 1.9-kb do fragmento génico dsrAB para o estudo da
identificacdo BRS (Wagner et al., 1998). Trabalhos subseqiientes tém-se baseado na
andlise do fragmento génico de 350pb da subunidade  do gene dsr (Dhillon et al., 2003
e Dar et al., 2007). Estudos demonstraram uma topologia congruente entre as arvores
filogenéticas do gene dsrAB (1.9-kb) e o fragmento génico dsrB (350pb) (Pérez-
Jimenez et al., 2001, Geets et al., 2005 ), outros estudos indicam que seqii€ncias
pequenas do gene dsr podem ser utilizadas com sucesso na andlise filogenética de BRS.
Porém, Dar et al. 2007, relatam que seqii€ncias pequenas nao podem ser utilizadas para
tracar a histdria evolutiva de BRS, com isso o uso de pequenas seqiiéncias de fragmento
génico € mais apropriado para a identificacdo de BRS em amostras ambientais.

Apesar do fragmento gendmico correspondente ao gene hyd ter sido clonado e
seqiienciado, tanto a seqiiéncia de nucleotideos com a proteina predita ndo foram
utilizados neste trabalho, uma vez que as andlises iniciais mostraram que este gene &
polimoérfico e que a utilizagdo de um fragmento ndo iria gerar dados confidveis. Novos
experimentos estdo sendo realizados para clonar a janela de leitura completa o que
certamente evidenciard aspectos interessantes deste gene que pode estd relacionado com
o seu metabolismo de sulfato em pH moderadamente 4cido.

O resultado do BLASTN mostrou alta similaridade com as espécies do género
Desulfovibrio. As espécies que apresentaram maior similaridade foram D.
fructosovorans (AB061538.1) e D. burkinensis (AB061536.1) com identidade
semelhantes 93% e D. aerotolerans (AY749039.1) com 92% de identidade. O
alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos preditos com os ortélogos, mostrado na
figura 16, mostrou que o gene dsrB da cultura C.1 também apresenta uma regido

conservada para o dominio desta enzima. Entretanto, comparando a seqiiéncia da
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cultura C.1 com as seqiiéncias dos ortdlogos que apresentou maior similaridade, nota-se
uma auséncia de um histidina, na posi¢do 4 e uma substitui¢do de tirosina por leucina na
posicdo 124, isto sugerindo que esta seqiiéncia apresenta duas regides polimorficas. A
importancia destas diferengas na cinética desta enzima serd futuramente analisada.

Para inferir a relacdo filogenética da cultura C.1 com seus ortélogos, foi
utilizado a seqiiéncia de nucleotideos do gene dsrB, para minimizar o efeito “bias”.
Estas andlises estdao apresentadas na figura 17. A cultura C.1 formou um ramo
independente dentro do grupo monofilético composto pelas espécies D. fructosovorans,
D. burkinensis e D. aerotolerans, sugerindo fortemente que estas espécies apesar da
proximidade evolutiva sdo distintas. Além disso, a pontuacdo de confiabilidade deste
ramo sugere que a cultura C.1 € uma nova espécie de Desulfovibrio.

Durante a realizacdo das andlises filogenéticas ficou claro a semelhanca entre a
cultura C.1 e D. fructosovorans. Para confirmar a hipdtese de que C.1 ndo € desta
espécie, foram comparadas as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas descritas para a
espécie D. fructosovorans. Ollivier et al. (1988) identificou pela primeira vez esta
espécie do sedimento de estudrio, mostrando que além de degradar a frutose apresenta
motilidade pela presenca de um flagelo simples polar. Por estas caracteristicas serem
distintas das outras espécies de Desulfovibrio, esta foi denominada D. fructosovorans.

O resultado de MEV obtido da cultura C.1 (figura 7), mostra a auséncia de
flagelo, corroborando que s@o espécies distintas. Também foram realizados testes com o
isolado C.1, em meio Postgate C tendo a frutose como fonte de carbono. Estes
resultados revelaram taxas de crescimento insatisfatorias (resultados ndo mostrados).

Trabalhos recentes na literatura tém descrito que a estrutura da populacdo é
modificada depois da producdo de sulfeto pelos microrganismos. Iegen e Harrison
(2006-a) demonstraram que durante tratamento anaerdbio com &dgua contendo altas
concentracdes de sulfato, as BRS competem entre si pela disponibilidade do substrato.
O resultado dessa competi¢do entre as BRS depende exclusivamente das condicdes
ambientais impostas pelas bactérias. As condi¢des mais importantes que determinam o
dominio de grupos BRS durante o processo de redugao de sulfato, sdo os valores de pH
e a concentracdo de sulfeto no meio.

Em seus estudos, legen e Harrison (2006-b), demonstraram que os géneros

Desulfobacter, Desulfotomaculum e Desulfovibrio sdo mais competitivos na presenca de
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sulfetos. Isso indica que esses gé€neros tém alta tolerdncia a sulfeto comparado com
outros grupos de BRS, cujas atividades sdo inibidas na presenca do mesmo. Esses
resultados vao de encontro com os resultados obtidos neste trabalho, j4 que com as
andlises de biologia molecular depois de sucessivos enriquecimentos e o posterior
isolamento de BRS foi possivel identificar uma espécie Desulfovibrio, o que demonstra
que esse género prevalece na cultura enriquecida.

DsrAB € uma enzima chave na reducdo dissimilatéria de sulfato e ocorre em
todas as BRS. Esta enzima é importante no metabolismo destas bactérias ja que ela
cataliza a redu¢do de sulfito para sulfeto com a transferéncia de seis elétrons (Zverlov
2005, Dar et al. 2007). O perfil da expressdao do gene dsrB foi investigado em pH inicial
de crescimento ajustado para 5,5 e 7,0, com o propésito de determinar a atividade
metabdlico da cultura C.1 nestes pHs. Os resultados mostram (figura 19) que nos dois
pHs e nos dois tempos de crescimento a expressao € equivalente. Esta investigacdo é
essencial para o monitoramento da atividade metabdlica das BRS em processos de
bioremediacao.

Devido ao grande potencial do isolado C.1 para a bioremediacdo de DAM, uma
série de experimentos deverdo ser realizados para estabilizar um meio de cultura ideal
para potencializar a reducdo de sulfato e sua aplicacdo biotecnolégica envolvendo

reatores anaerdbios.
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/. Conclusoes



Os principais resultados obtidos neste trabalho foram:

¢ [solamento de uma cultura de BRS a partir de sedimentos de DAM. Esta cultura
mostrou capacidade crescimento nos pH 5,5 e 7,0;

¢ Andlises de MEV e Gram mostraram que a cultura isolada apresenta forma
celular de bastonetes e Gram negativa;

e A cultura isolada apresenta a capacidade de reduzir sulfato em quantidades
equivalentes nos dois pHs avaliados;

e Utilizando ferramenta de biologia molecular foi possivel identificd-la como
pertencente uma nova espécie do género Desulfovibrio;

e O perfil da expressdo do gene dsrB analisado por RT-PCR sugere que o

crescimento em pH 5,5 e 7,0 ndo afeta a expressdo deste gene.

A partir dos resultados apresentados pode-se concluir de amostras de sedimento de
DAM foi isolada uma nova espécie de Desulfovibrio com uma expressiva capacidade de
reducdo de sulfato em condi¢cdes moderadamente dcida. Isto traz novas possibilidades
para o tratamento de DAM, j4 que as dguas dcidas podem ser processadas sem uma

etapa previa de neutralizacao.
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8. Perspectivas



Estabelecer um meio de cultura ideal para maximizar a capacidade do
isolado C.1 de reduzir sulfato visando a implementacio em reatores

continuos.

Clonagem, sequenciamento e expressdo em sistema heter6logo dos genes
dsrAB e hyd.

Caracterizar o(s) plasmideo(s) presentes na cultura C.1.
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10. Apéndice



1- Seqiiéncias referentes ao sequenciamento dos produtos de PCR do DNA gendmico

que codificam a as enzimas dsrAB e hyd .

A

CAACATCGTCACCCAGGGTTACGCCCACTGCCACACCCCGGCCACCGACGC
CTCCGAGCCCGGTCAAGGCCGTCATGGACGACATGTTCGAGTACTTCCAGTCC
ATGACCCTGCCGGCCATGGTGCGCATCTCCCTGGCCTGCTGCCTCAACATGTG
CGGCGCGGTCCACTGCTCCGACATCGGATCGTCGGCATCCACCGCAAGCCGCC
CATCGTCGAGCATGACCGCCTGGACAACATCTGCGAGATCCCGCTCGCCGTCT
CCGCCTGCCCGACCGGCGCCATCAAGCCGTCCAAGGTCGAGATCGACGGCAA
GAAGGTCAACTCCGTCGCGGTCAACGCCTCCCGCTGCATGGTACTGCGGTAA
CTGCTTACAC

TCGAGGGCGTGCAGGTGGTAGAAGTGGACGATGTGGTCATGCAGGTACTGG
GAGGCCATGACCAGGTTGCGCATCATGCGCGCGTTGAGCCGGGATAGCCTTGA
CCTTGACGGCGTCGTCCACGCAGCGGGTGGAGGCCAGGGCGTGGACGTACCGT
GCACACGCCGCAGGCGCGCTGGCGTGAAGTGCTGGGCGTGGCG

1.1 - Seqiiéncias consensos da amostra C.1. A - Seqiiéncia do gene dsrAB e B — Seqiiéncia do
gene hyd. As seqiiéncias de nucleotideos em negrito e sublinhado referem-se aos ao
oligonucleotideos direto e reverso.



2. Seqiiéncias de aminoacido

A

TSSPRVTPTATPRPPTPPSPVKAVMDDMFEYFQSMTLPAM
VRISLACCLNMCGAVHCSDIGSSASTASRPSSSMTAWTTS
ARSRSPSPPARPAPSSRPRSRSTARRSTPSRSTPPAAWYCG
NCLH

RHAQHFTPARLRRVHGTSTPWPPPAAWTTPSRSRLSRLN
ARMMRNLVMASQYLHDHIVHFYHLHAL

2.1. Seqiiéncia de aminoécido da amostra C.1. A- Seqiiéncia do gene dsrAB e B —
Seqiiéncia do gene hyd.
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