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RESUMO

A utilizacdo de bactérias redutoras de sulfato (B&8S tratamentos passivos de efluentes
acidos com metais pesados tem se mostrado umatati@eernativa biotecnoldgica. A
eficiéncia do tratamento pode estar vinculada camcendicdes do efluente (pH e
concentracdo de metais) e com a concentracdoenodg substrato orgéanico. A variagéo
na razdo entre a concentracdo do substrato org@ido sulfato parece interferir na
remocao biolégica deste anion em culturas miste€BRI®. O presente trabalho teve como
objetivo cultivar culturas mistas de BRS mesofigms sistema batelada com diferentes
substratos organicos e em condi¢cfes variadas deaphljando o consumo biolégico de
sulfato e a tolerancia a metais pesados. As csl€aBRS foram cultivadas a°3% em
meio de cultura liquido Postgate C com 3,0 gle sulfato, em pH 5,5 e 7,0. O lactato e o
etanol foram os substratos organicos disponives @anetabolismo das BRS. As culturas
cultivadas em condicbes &cidas com lactato comatsib organico promoveram a
neutralizacdo do meio ao longo do cultivo. A maificiéncia de remocéo de sulfato foi de
98% na presenca de lactato em pH 7,0, em uma @gEYsulfato de 2,0. Quando o
etanol foi utilizado, a eficiéncia de remocao dH#aso foi de 50% em uma razdo DQO
sulfato de 3,6. Acumulo de acetato no meio foi olzs#o durante o cultivo de BRS
devido a oxidacéo do lactato e do etanol. Concgiisavariadas de metais pesados foram
adicionadas ao sistema em condi¢cdes neutras, hayealiferacdo celular e consumo de
sulfato na presenca de cobre (10 e 20 Mignanganés (10 e 20 mgLe niquel (20 e
50 mgLY). A presenca de metais pesados dissolvidos no deioultivo interferiu na
remocdo bioldgica de sulfato, entretanto, a comae@d de sulfeto produzido foi o
bastante para remover acima de 95% dos metaisnpeeseo meio. A caracterizacao
morfologica e molecular revelou que a diversidageedpécies de BRS das culturas
cultivadas em meio contendo lactato ou etanol geaetite. Os resultados deste trabalho
indicam que essas culturas de BRS apresentamaéingial para neutralizagao e remogéo

de sulfato e metais de efluentes contaminados.
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ABSTRACT

Sulfate Reducing Bacteria (SRB) can be used a®mipe and attractive biotechnology
based alternative to promote passive treatmemtdofstrial effluents. Sulfate is reduced to
sulfide while organic matter is oxidized producimgrbonate and bicarbonate ions.
Treatment efficiency however depends on pH and Isxetantent of the selected effluent
and also on the quantity of organic matter ava@lablthe system (measured by means of
COD-Chemical Oxygen Demand). As the COD/sulfate nadries, there are also different
sulfate consumption degrees. It is commonly assutmdhe optimal COD/sulfate ratio is
approximately 0.67. The aim of this work was toimate the growing and sulfate
reduction capacity of mixed bacterial cultures otgd from different natural
environments. Samples were cultured in batch rematsing liquid Postgate C medium
containing sodium sulfate, 3.0 glLdifferent pH values (5.5 and 7.0) and differdetton
donors (sodium lactate and ethanol) afC35 In some experiments it was also added
copper (10 and 20 mgi), manganese (10 and 20 migland nickel (20 and 50 mdi in
order to study bacterial resistance to these mdtaltate growing samples promoved pH
neutralization and shown the capacity of reduci®§edof the initial sulfate content.
Maximum sulfate reducing performance (98%) was ead by the sample cultured in
lactate containing medium, pH 7.0. However, wheawgng with ethanol as organic
carbon source a sulfate reduction of about 50% achseved. Production of acetate was
observed as a consequence of the oxidation of batkate and ethanol. The obtained
results shown that, under the experimental condtiadopted, sodium lactate was more
efficient in promoting biological reduction of saté and neutralizing the pH of the
medium when compared to ethanol. In addition SRBdcbe potentially used for reducing

sulfate from acid wastewaters even though metalpaasent.



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, ha uma crescente conscigitdizag nivel global, sobre o uso
racional dos recursos naturais e o desenvolvimgatecnologias menos impactantes ao
ambiente. O modelo atual de “desenvolvimento stéteii tem gerado uma série de
discussbes multidisciplinares entre pesquisadoneadémicos e sociedade devido a
dificuldade em se estabelecer um equilibrio entteeecimento econémico e populacional
sem comprometer o ambiente natural. Dentre 0s gesunaturais, 0os corpos hidricos
sofrem a maior carga de impactos antropicos deaidmia primordial participacdo nos
processos econdmicos e bioldgicos que estrutursmaiadade. Nesse contexto, o presente
trabalho busca aprimorar técnicas biotecnoldgicasa po tratamento de efluentes
industriais ricos em sulfato utilizando bactériadutoras de sulfato (BRS). O emprego
dessa biotecnologia visa promover a mitigacdo agsactos ambientais nos corpos

hidricos e produzir um menor volume de subprodatmgnados nas etapas de tratamento.

O acido sulfarico é utilizado em varios processmiistriais, que resultam no aumento
da concentracdo de sulfato em aguas residuariagzéMe Stams, 2008). A producao e
descarga desse anion sdo observadas em algumsasiagitomo as de refino de petréleo,
de producao de alimentos, no processamento de pghppel, em plantas de extracdo de
carvao mineral e em jazidas de extracdo de minsuffistados. Uma técnica amplamente
empregada na remocédo do sulfato nesses efluedigstiiiais € o tratamento quimico com
carbonato de calcio (CaG Todavia, a utilizacdo dessa técnica tem geradblgmas
devido ao alto custo dos reagentes, a producadonidegnande volume de lodo, a
necessidade de tratamento do lodo gerado e aiémefia na remocdo de sulfato do
efluente (Mareeet al, 2004). A utilizacdo de tratamento quimico enmjgoto com
tratamento biolégico pode ser uma estratégia ecmadm ambientalmente viavel na

remocao de poluentes em efluentes industriais.

A utilizacdo de BRS em processos biotecnolégicatemer benéfica na remocao de
sulfato, de metais e de matéria organica presemtesfluentes industriais. A remocéo de
metais pesados é uma das maiores vantagens deastogéa. O sulfeto gerado pela
reducdo bioldgica do sulfato precipita quimicamesgametais dissolvidos como sulfetos
metalicos. A baixa solubilidade dos sulfetos metdliformados permite a recuperacédo e

reutilizacdo desses metais de efluentes contansn@detcalf, 2003). Além da remocao



de metais, o tratamento biolégico de efluentes B&®S permite a reducdo dos valores de
sulfato para limites muito inferiores aos obsensadas processos de tratamento quimico.

O presente estudo disponibiliza informagdes solmatoro de culturas mistas de BRS
em sistema batelada com variacbes nas condi¢cOesltio (pH, substrato organico e
concentracdo de metais pesados). A compreensatid¢eldos fatores que influenciam a
atividade de BRS favorece sua aplicagdo nos prosea$s biorremediagdo. No presente
trabalho, as pesquisas com BRS foram conduzidaegiainte maneira: enriquecimento
de amostras naturais de BRS; selecdo de um meiculiieo apropriado para o
crescimento do grupo; avaliacdo da influéncia do @Hlo substrato organico no
metabolismo do sulfato; definicdo das melhores eazZDQO/sulfato para promover o
consumo de sulfato; tolerancia e remocéo de metaisariadas concentracdes por BRS;
identificacdo morfologica e molecular das cultudasBRS mais adaptadas as condi¢cbes
estudadas. Os resultados, as discussfes e as s@mwclaqui contidos disponibilizam
informacdes Uteis para a realizacdo de trabalhogedquisa que abordam os aspectos
bésicos da atividade de BRS e a aplicacdo dessahabogia em tratamento de efluentes

industriais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia de Procariotas Redutores de Sulfato (PRS

A diversidade de espécies e a semelhanca ecosfigal entre grupos distintos de
bactérias redutoras de sulfato (BRS) dificultam ua €lassificacdo taxondmica e a
definicdo de uma sistematica filogenética (Gib4@90). Até a década de 1980, os estudos
taxondmicos de BRS eram fundamentados em suastarésticas fenotipicas (Widdel e
Pfennig, 1984). Aspectos como a morfologia celutarmetabolismo, a producdo de
esporos e a capacidade de adaptacdo aos habiatauglizados na descricdo de taxons
especificos (Castret al, 2000). Contudo, a presenca de espécies de BR&rdmentes
variados e sua capacidade de metabolizacdo deaoksbrganicos distintos questiona os
critérios taxondmicos do grupo fundamentada unicéenem caracteres fenotipicos,
principalmente quanto a classificacdo em géner@species. Por exemplo, Oyaizu e
Woese (1985) realizaram estudos genéticos com exiedpesulfovibrio desulfuricang
concluiram que esta bactéria heterotréfica aprasanalta similaridade genética com

bactérias fototroficas purpuradviyxococcus

Recentemente, um conjunto de varias técnicas madégjicas tém sido utilizado para
identificar as BRS, incluindo a morfologia celularmobilidade e localizacdo do flagelo,
conteudo de guanina mais citosina (G+C) no DNAg tga proteina sulfito redutase
(desulfoviridina, P582, desulforubidina, desulfaidia), complexo de proteinas de
transferéncia de elétrons (citocromo), menaquinomaspiratorias, condicbes de
crescimento e capacidade de metabolizar acetatks@kanet al, 2004; Castreet al,
2000). Porém, o desenvolvimento de técnicas deesetamento genético tem substituido
a todas essas andlises devido a sua maior esjukeaifice seguranca na classificacao, além
da identificag@aon situ da diversidade de espécies de BRS em ecossisternaais ou de

biorremediacdo (Muyzer e Stams, 2008).

A técnica de sequenciamento genético comumentézaatl na taxonomia de
Procariotas Redutores de Sulfato (PRS) se baseigegoenciamento dos genes da
subunidade 16S do RNA ribossomal (RNAr) 16S. Segubdstroet al (2000), os PRS
podem ser classificados em cinco linhagens filotiga distintas, sendo quatro grupos
dentro do dominioEubacteria (Proteobacteria, Firmicutes, Thermodesulfobacteria,

Nitrospira) e um grupo do dominidrchea(Euryarcheoty Baseados nesta mesma técnica



de identificacdo molecular, Muyzer e Stams (200&pfem uma sistematica com sete
linhagens, adicionando um grupdcabacteria(Thermodesulfobiacgéa um filo aArchea
(Crenarchaeotp Os PRS apresentam em comum a enzima sulfitdaseluresponsavel
pela via dissimilativa na respiracdo do sulfatogtau2000a). A origem filogenética desta
enzima ainda nao é clara, podendo ter sido herdadan ancestral comumAacheae
Eubacteriaou por meio da transferéncia paralela entre oshresrdestes dominios apés a

sua divergéncia evolutiva (Wagredral, 1998).

As BRS mesofilas Gram negativas apresentam a rdaiersidade de espécies dentre
as BRS. Este grupo pertence ao Hlimteobacteria a classed — Proteobacteria As
familias Desulfovibrionaceaee Desulfobacteriaceaagrupam a maioria das espécies da
classe. O género mais estudado deste grupdesolfovibriq devido principalmente a sua
ampla distribuicdo geografica e facilidade de waleem condicbes laboratoriais (Scheid e
Stubner, 2001). Estas bactérias sdo predominantem@ram negativas e oxidam
incompletamente o substrato organico a acetatoespiracdo do sulfato. Contudo, no
géneroDesulfonemans espéciesdo Gram positivas e oxidam completamente o acatato
diéxido de carbono (Fukuwt al, 1999). A morfologia varia de cocos a bacilasvdndo
predominio de espécies mesofilas, porém ha esppsiesdfilas e termofilas (Shen e
Buick, 2004; Sas®t al, 1998).

Os outros grupos de BRS sdo menos representativabversidade, contudo nédo sao
menos importantes. O fil&-irmicutes reine BRS com baixo conteudo de citosina e
guanina (C+G) no DNA (aproximadamente 38%), presese parede celular espessa,
producdo de endoésporos e tolerancia a temperatoderadamente alta (66). Os
representantes séo, na grande maioria, Gram pmssithavendo algumas espécies Gram
negativas (Castroet al, 2000). Os integrantes deste grupo sao clasifica
fisiologicamente como ndo oxidantes de acetato.io¥aautores tém identificado
representantes do génebesulfotomaculumem minas de extracdo mineral, jazidas de
hidrocarbonetos ou em plantas de extracdo de peti@hockalingam e Subramanian,
2006; Nakagawat al, 2002; Letet al, 1998; Isaksest al, 1994).

As linhagensThermodesulfobiaceaThermodesulfobacterige Nitrospira possuem,
basicamente, BRS termofilas. A familihermodesulfobiaceapresenta um Gnico género,
Thermodesulfobiumcapaz de crescer quimioautotroficamente cosfCE, com sulfato

como aceptor de elétrons (Moet al, 2003). Este género era classificado no grupo



Nitrospora, sendo atualmente classificado na farfiermodesulfobiacea partir do seu
sequenciamento genético (Mai al, 2003; Castreet al, 2000). O principal grupo de
Thermodesulfobacteri@ o génerarhermodesulfobacteriuntaracterizado por crescer em
temperaturas extremamente elevada$ @@0serem imoveis, ndo formadoras de esporos,
Gram negativas e ndo oxidantes de acetato (Jeagtladn2002). A linhagenNitrospira é
representada pelo génefidhermodesulfovibrio Espécies deste género sdo termofilas
(70°C), moveis, ndo formadoras de esporos, Gram negaticapazes de reduzir
metabolicamente o sulfato via oxidacdo de hidragému substratos orgéanicos (nao
oxidantes de acetato) (Haouat al, 2008). A semelhanca fisiologica, morfologica e
ecoldgica entre estas linhagens de terméfilosudificsua identificagdo, sendo a analise do
conteudo genético (C+G no DNA) uma estratégia paralassificacdo taxondmica
(Haouariet al, 2008).

As Archaeastermofilas constituem dois grupos de microrgansmedutores de
sulfato, classificados como fil&&uryarchaeotae CrenarchaeotaHa uma alta similaridade
fenotipica entre os microrganismos classificadostese filos. Os representantes de
Euryarchaeotasdo caracterizados por uma fina parede celulapeggideoglicano, o
envelope celular € constituido por uma uUnica cansageerficial de glicoproteinas, sao
haléfilos moderados (1,5-1,8% de NaCl) e terméfibosremos (80C) (Kunow et al,
1995). O génerdrcheoglobug o Unico que apresenta atividade redutora dateudentro
do filo Euryarcheota(Castroet al, 2000). As enzimas responsaveis pelo metabolomno
sulfato estédo ativas e a oxidacdo do lactato oqgmreuma via utilizada normalmente por
bactérias metanogénicas (Radianingtyas e Wriglf32@s microrganismos classificados
no filo Crenarcheotase diferenciam das espécies de outros filos jpahtiente pelo
contetdo de guanina e citosina (G+C) em seu RNA (B® a 69%) (Bucklegt al,
1998). O estudo de comunidades microbianas de atebieom altas temperaturas, como
sistemas hidrotermais marinhos e terrestres, sdwoplegos e fastidiosos devido a
dificuldade em se cultivar estas espécies em coaediartificiais. A utilizacdo de técnicas
de biologia molecular é fundamental para a idemtifio e classificacdo destes grupos
(Buckleyet al., 1998).

O emprego de técnicas de sequenciamento genétic@rmovido a construcdo de
novos cladogramas para o estudo das relacbesrétigas de taxons de BRS e PRS. O
avanco destas técnicas tem facilitado a compreedadbistéria evolutiva do grupo.

Contudo, os estudos fenotipicos ndo sdo menoss#mEsou importantes. E por meio da
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caracterizagcdo morfoldgica, fisiologica e ecolégittes grupos que compreenderemos a
influéncia destes microrganismos no ambiente natfaailitando assim sua possivel

aplicacdo nos processo de biorremediacao.

2.2 Metabolismo microbiano do sulfato

No ambiente, o enxofre € encontrado em difererdémdes de oxidacdo nas formas
inorganicas e organicas (Stumm e Morgan, 1996)nfAuéncia dos microrganismos no
ciclo geoquimico do enxofre promove profundas mealdes ambientais, principalmente
em sedimentos marinhos, onde esta a maior resensuléato da biosfera (Bottrell e
Newton, 2006). A alteracdo do potencial redox, anado de pirita em sedimentos
oceanicos e a ciclagem de matéria organica em atebi@nodxicos sdo algumas dessas
modificagcbes ambientais realizadas pelos microsgaos envolvidos no ciclo do enxofre
(Shen e Buick, 2004). A principal rota de remocéacedxofre em ambientes aquaticos ou
alagados é por meio da reducado biolégica do suHasolfeto, processo realizado pelos
Procariotas Redutores de Sulfato (PRS) (GibsonQ)19®erca de 80 a 90% do sulfeto
produzido biologicamente é reoxidado no ambiente prigénio ou pelo Fe (lll) e Mn

(IV) sedimentares (Jorgensen e Bak, 1991).

Os PRS séao responsaveis por reduzir metabolicanmmesulfato ou outras espécies
oxidadas do enxofre (sulfito, tiosulfato ou enxo&ementar) a sulfeto de hidrogénio
(Gibson, 1990). A reducao bioldgica do enxofre estgociada a respiracdo anaerdbica do
sulfato, havendo armazenamento de energia celybarta da oxidacdo de um substrato
(Madiganet al, 2004). Na respiracédo anaerobica, compostos ioag@ou hidrogénio (k)
sdo oxidados havendo transferéncia de elétronséatrde um complexo enzimatico
celular, conhecido como cadeia respiratoria, at@oceptor inorganico, que ndo o oxigénio
(Madiganet al, 2004). No metabolismo biol6gico, o sulfato éng@ortado para o interior
da célula através da membrana citoplasmatica (Kram@ypionka, 1989). O processo
bioldgico de producdo de sulfeto a partir da redugd sulfato é chamado de “reducéo

dissimilativa do sulfato”.

O enxofre é de fundamental importancia na congéitude moléculas organicas nas
células. Quantitativamente, o enxofre constitucaate 1% da massa seca dos organismos

vivos (Shen e Buick, 2004). Além dos procariotasfumgos, as algas e as plantas também



sdo capazes de assimilar sulfato inorganico pafatese de moléculas organicas (Kopriva
e Koprivova, 2005). O sulfato é assimilado biolegnente principalmente para sintese do
aminoacido cisteina (Bickt al, 2000). Todavia, o enxofre também desempenhaéunc¢
essencial em cofatores enzimaticos incluindo agtomenzima A, coenzima M, tiamina e
acido lipdlico, e nos processos redox de uma vadiedle complexos protéicos celulares
(Kertesz, 2001). O processo metabdlico realizadospseres vivos capazes de incorporar

sulfato inorganico a moléculas organicas € chandadoeducéo assimilativa do sulfato”.
2.2.1 Reducao dissimilativa do sulfato

O metabolismo dissimilativo do sulfato esta repmées#o na figura 2.1. O processo se
inicia com o transporte de sulfato para o intedar célula. O complexo enzimético
responsavel pela transferéncia de elétrons naraedpi estd localizado no citoplasma
celular e na membrana interna da célula (Cypiord@89). O transporte do sulfato
transmembrana comumente ocorre a partir de um egriedidnico, havendo evidéncias
para um sistema de troca i6nica coiiN4’, a partir de um gradiente de sédio ao longo da
membrana celular das bactérias redutoras de s@sfmonka, 1989). Neste processo nao
h& gasto energético, contudo quando em baixas mwacées de sulfato no meio, ATP
pode ser consumido para produzir um gradiente @dfavoravel para o transporte de
sulfato (Krekeler e Cypionka, 1995). O transporesdifato pode ser reversivel, havendo

saida de sulfato intracelular em condi¢des decalt@entracéo interna (Cypionka, 1989).

A ativacdo do sulfato citoplasmatico ocorre a paté sua fosforilagdo pela enzima
ATP sulfurilase (uma fosforilacdo ao nivel do stdisf), havendo producéo de adenosina-
5'-fosfosulfato (APS), também conhecida como adelftitase (Kramer e Cypionka,
1989). Neste processo, ha consumo de um mol de poFRmol de sulfato ativado, e

producao de pirofostato (equacgao 2.1):

SQ% + ATP— APS + PPi (2.1)
AG” = +46 Kj/mol

Onde, APS = adenosina-5'-fosfosulfato e PPi= psf&#Hto inorganico.

O PPi formado é hidrolisado por uma pirofosfat&ssa enzima interfere na atividade

da ATP sulfurilase, favorecendo a formacao de AB®Iipnka, 1995) (equacéo 2.2):

PPi + H,0 — 2Pi (2.2)
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AG” =-22 Kj/mol

Onde, Pi= ortofosfato.

A soma das reacdes (2.1) e (2.2):

SQ% + ATP + 2H" + H,0 < APS + 2Pi (2.3)
AG® = +24 KJ/mol

APS formado é o aceptor de elétrons imediato, setwertido a sulfito e AMP
(equacdo 2.4). A reducdo de APS ¢é catalizada poa uwedutase (APS redutase),
encontrada em varias espécies de BRS (Kramer eofi§ai 1989). O carater anaerdbio
das BRS pode estar relacionado com essa enzimdodavsua atividade em condi¢Oes
anoxicas estrita (Baumgartnet al, 2006). O AMP formado € convertido em duas

moléculas de ADP por uma adenil quinase dependientel P.

APS + 2H — HSGQ + AMP + H' (2.4)
AG®= - 68,6 kJ/mol

Onde, HS@ = sulfito e AMP= adenosina 5’- monofosfato.

O mecanismo de transferéncia de elétrons ao splfita a formacéo de sulfeto pode
ocorrer por dois caminhos: pela via do tritionatiopela reducéo direta de sulfito a sulfeto
(Thebrathet al, 1989). A via do tritionato promove a reducgaosddito por trés redugdes
progressivas de 2 elétrons, formando tritionat@sutfato como intermediarios (Akagi,
1983). Na reducéao direta, 6 elétrons sdo transfenxara sulfito sem formacao de algum
intermediario. A reducdo de sulfito a sulfeto paftar acoplada a sintese de 3 ATPs
(Badziong e Thauer. 1978).

A via do tritionato se inicia com a reducao deisuH tritionato [03S-S-SQ) por uma

sulfito redutase (Rabuet al, 2006), como na equacao (2.5) abaixo:
3HSQ + 2€ + 3H" — "03S-S-S@ + 3H0 (2.5)

AG”= - 46,3 kJ/mol



A seguir, uma tritionato redutase promove a tradsfga de 2 elétrons para o tritionato
formando tiosulfato, que é posteriormente reduzidsulfeto por uma tiosulfato redutase
(Rabuset al, 2006) (equacdes 2.6 e 2.7):

"0:S-S-S@+ 26 +2 H* — "S-SQ + HSOy + H* (2.6)
AG®= - 123 kJ/mol
'S-SQ +2€ + 3H" - HSQ + H,S (2.7)
AG®”= - 2.1 kJ/mol

A reacdo 2.5 é exerg0nica o bastante para acoplatese de 1 mol de ATP e a reacéo
2.6 garante a sintese de 2 mols de ATP (Badziohigager, 1978). O saldo energético

final na reducéo dissimilativa de sulfato € de 1 deoATP por mol de sulfato reduzido.

A sintese destes intermediarios na reducao decsalfulfeto foi verificada por Fitz e
Cypionka (1991). Neste trabalho, o tritionato estifato foram produzidos por BRS
durante a reducgdo de sulfito, com doadores deoaktespecificos. Ha relagédo entre a
producdo destes intermediarios e a concentracacdomdores e aceptores de elétrons,

indicando uma rota ativa no metabolismo dissinvitatio sulfato.

A reducao do sulfito (+1V) a sulfeto (1) por unsalfito redutase € um processo sem
gasto energético, que envolve a transferénciaideekgrons (Rabust al, 2006) (equacao
2.8):

HSQ; + 6€ + 7TH" — H,S + 3H0 (2.8)
AG”= -171.1 kJ/mol

As sulfito redutases dissimilatérias podem serimdisidas em quatro grupos:
desulfovoridina, desulforubidina, desulfofuscidiea P582 (Fauqueet al, 1990). A
presenca de classes especificas destas enzimasnplade taxons exclusivos de BRS.
Postgateet al (1984) propuseram que a enzima desulfoviridimacemum as espécies de

Desulfovibriq indicando uma caracteristica taxonémica reladare género.

A reducao dissimilativa do sulfato produz uma geaqdantidade de sulfeto livre como

principal produto final (Hansen, 1994). Na naturezss processos metabolicos



dissimilativos do sulfato pelas BRS superam quatitamente em varias ordens outros

processos de reducao de enxofre (Bottrell e Nev20oG).
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Figura 2.1 - Representacdo esquematica da transferde elétrons na reducao dissimilativa do sulfedm compostos carbénicos como fonte
de energia e sulfato como aceptor de elétrons. tAdam partir de Matiast al. (2005).
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2.2.2 Reducao assimilativa do sulfato

representados na figura 2.2. O sulfato é transporteansmembrana para o interior da
célula. Este mecanismo é diferente dos processosdigdo dissimilativa. O sulfato €

transportado unidirecionalmente para o citoplasm@aiir de proteinas de membrana
localizadas no periplasma bacteriano (Skkal, 1990) (figura 2.2, passo 1). O transporte
de sulfato intracelular € facilitado por um sistesiearansporte tipo ABC, que requer gasto
energeético, envolvendo a utilizacdo de 1 mol de ADP mol de sulfato transportado

(Kertesz, 2001).

O sulfato citoplasmatico € ativado pelos mesmosgasos descritos para a reducdo
dissimilativa. O sulfato é fosforilado a adenosidesfosulfato (APS) pela ATP
sulfurilase, consumindo energia (ATP) e produzingicofosfato (PPi) (Kramer e
Cypionka, 1989) (figura 2.2, passo 2).

A APS formada pode ser reduzida a sulfeto por duas, dependendo das
caracteristicas bioquimicas do organismo (Gilnsdral., 1989): uma via de reducdo direta
de APS (via APS) (figura 2.2, passo 3b) e uma ei#odforizacdo a 3’-fosfoadenosina -5"-
fosfosulfato (via PAPS) (figura 2.2, passo 3a). iA para sintese de cisteina a partir da
APS pelos procariotas, fungos e organismos fottetsiante é peculiar a cada grupo, em
algumas espécies podem ser empregadas ambas aKeps/a e Koprivova, 2005).
Contudo, a via PAPS é comumente utilizada pelosgpi@tas para a assimilacao de sulfato
(Bick et al, 2000).

A reducéo direta de APS a sulfito é realizada dirpda doacdo de elétrons de um
grupo tiolato. Neste mecanismo, um anion tiolatatégionina ou tireodoxina) se liga ao
grupo sulfonato da APS, para produzir tiosulforaigéanico e AMP (Rabust al, 2006).

O tiosulfonato organico é reduzido a sulfito e paostmente a sulfeto por uma sulfito
redutase (Kopriva e Koprivova, 2005) (figura 2.2sgos 4b e 5).

Na via de formacdo de PAPS um grupo fosforila ébktdo em uma reagdo catalizada
por uma APS quinase, produzindo PAPS e ADP (figqu2apasso 3a). A PAPS é reduzida
a sulfito pela PAPS redutase, produzindo aden®udadifosfato (PAP como
subproduto) (Sekowskat al,, 2000). Subsequentemente, o sulfito é reduzislalfato por
uma sulfito redutase dependente de NADPH (figi2afassos 4a e 5).
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O sulfeto gerado € imediatamente incorporado asgndo aminoacido cisteina p&la
acetilserina sulfidrilase, sem perda de sulfet@a pameio extracelular (Shen e Buick 2004)
(figura 2.2, passo 6). A cisteina formada seraysseca do aminoacido metionina e de
alguns cofatores enzimaticos (como coenzima A),aderdo com as caracteristicas

metabdlicas do organismo.
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Figura 2.2 - Representacdo esquematica da redgs#uilativa do sulfato até a sintese do aminoacidteina. Extraido com adaptagfes de
Shen e Buick (2004).
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2.3 Doadores de elétrons e conservacao de energia ndugio
dissimilativa do sulfato

A participacdo das BRS é indispensavel nos prosedsalteracdo dos compostos
organicos no ciclo geoquimico do carbono (Baumegashal, 2006). As BRS séo as
principais responsaveis pela mineralizacdo da matérganica em sedimentos
marinhos, respondendo por aproximadamente 80% idag&o do carbono (Canfield e
Thamdrup, 1996). A oxidacdo desses compostos estardlada a reducéo do sulfato
nos processos bacterianos de respiracdo anaeAsbiamtas metabodlicas de oxidacéo
dos substratos organicos na respiracdo anaerébiaulfimto ainda ndo estdo bem
entendidas, havendo a descricdo de reacfes int@nmsdjue podem estar envolvidas

no processo de geracao de energia celular (Voord2u0).

A necessidade nutricional das bactérias redutogasutfato (BRS) é relativamente
simples. Primeiramente € necessario, para muitpécies, um aceptor externo de
elétrons (por exemplo, sulfato ou nitrato). Na agsedo aceptor, algumas BRS podem
fermentar o substrato como piruvato, formato ouatac As fontes de carbono e
elétrons utilizados para a reducdo de um aceptirrex variam de acordo com 0sS
géneros das BRS. Essencialmente, estes doadosteonem acidos graxos (acetato,
propionato, butirato), acidos com 3 e 4 carbonastdto, piruvato, malato), alcoois
(metanol, etanol, propanol),,t¢, ocasionalmente, aclcares e acidos de cadeia long
(Gibson, 1990).

As rotas de producdo energética nas BRS sdo desdas a partir da
disponibilidade de aceptores de elétrons (kfaal, 1996). A oxidacdo de doadores de
elétrons acoplada a um aceptor eletrénico extefeoece significativas vantagens
energéticas sobre o metabolismo fermentativo (Rathusl, 2006). Com aceptores
externos, os doadores de elétrons sdo oxidadosagas veacdes metabdlicas, havendo
maior ganho energético por mol de molécula oxidAttam disso, a reducéo do aceptor
externo estara associada a uma cadeia transpartadistrons e a sintese de ATP
quimiosmotico (Pohoreliet al, 2002). No caso das BRS, uma série de enzimas que
catalisam reacdes redox, de proteinas carreadaa®létrons e de complexos
menaquinonas envolvidos nos processos de transgertelétrons celular tém sido
estudadas em detalhes (Mat&#sal, 2005), contudo, uma via padréo para o transporte

de elétrons em BRS ainda néo foi proposta.
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BRS capazes de utilizar hidrogénio moleculag) (Ebmo Unico substrato para a
reducéo de sulfato séo classificadas como quinot@dicas (Madigaret al, 2004). O
hidrogénio é um substrato inorgéanico efetivo paducdo de sulfato porque, em
condigdes padrao, fornece elétrons para o metatwkelular (2 F/H,, E'o= - 0,414V)
(Badziong e Thauer, 1978). Muitas espécies de ygi@meros de BRS utilizam o, H
como unico doador de elétrons na reducao de swdfatdfeto, com acetato e €&dmo
fontes de carbono (Badziong e Thauer, 1978). Quartddrogénio é o Unico doador de
elétrons, quatro moles de hidrogénio sdo necesspdm reduzir um mol de sulfato,
havendo producéo de 0,7 mol de ATP (Badziong e dhdl978), de acordo com a

equacao abaixo:
4H, + SO + H" 2 HS + 4H,0 (2.9)

Contudo, o hidrogénio também pode ser formado gormduto metabdlico durante
0 crescimento fermentativo na auséncia de sulfagstgate, 1984). Além disso, no
metabolismo de alguns compostos organicos (contatétgco hidrogénio é produzido e
consumido nos processos de reducéo dissimilativeutfato (Voordouw, 2002). Este
processo pode ser essencial para a geracdo deaenecgssaria para o crescimento
celular (Odom e Peck, 1981).

Uma rota para o metabolismo do hidrogénio foi pst@opara explicar a
conservacao de energia em céluladsulfovibrioem sistema lactato/sulfato (Odom e
Peck, 1981). Nessa rota, o hidrogénio produzida peidacao do lactato € utilizado em
uma série de reacdes de sintese de energia enslébBois grupos enzimaticos sao
fundamentais nesses processos, as hidrogenases @ot$nas de membrana
transportadoras de elétrons (Matetsal, 2005). As hidrogenases foram isoladas de
uma série de géneros de BRS (Brughal, 1999; Kremer e Hansen, 1988; Odom e
Peck, 1981), e sédo responsaveis por catalisar @agio reversivel de hidrogénio

molecular, como na equagao seguinte:
Hy o 2H" +2¢ (2.10)

Essas enzimas podem estar localizadas no citoplasnmeeriplasma ou associadas a
membrana celular, com funcdes fisioldgicas dissinf@/u e Mandrand, 1993). As
proteinas de membrana transportadoras de elét@msfasmadas por uma cadeia

complexa com menaquinona, citocromos e proteirdesxrgansmembranas (Peregt
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al., 2008; Matiaset al, 2005; Havemarmt al, 2004). Esses complexos protéicos sao
responsaveis pelo transporte de elétrons transnaaldo periplasma ao citoplasma
celular, além disso, sua composicéo e estruturanaantre as espécies de BRS (Matias
et al, 2005).

O modelo proposto para utilizacdo de hidrogénio pesulfovibrionos processos
dissimilatorios do sulfato se inicia com a oxidagéw lactato, gerando prétons e
elétrons que séao transferidos a uma hidrogenasplagimatica (figura 2.3) (Odom e
Peck, 1981). Essas enzimas, posteriormente, prodiltkea partir desses prétons e
elétrons. O H citoplasmatico se difunde ao periplasma atravémeémbrana, onde &
reoxidado pelas hidrogenases periplasmaticas. éxom$ produzidos sao transferidos
para o complexo de proteinas de membrana, respmaspelo seu transporte ao
citoplasma, onde ocorrera a reducdo do sulfatolfateu Estes elétrons podem ser
transferidos para as enzimas APS redutase ouocsuHilutase ou podem reduzir
carreadores de elétrons como flavodoxinas (Voordd®@4). Os protons gerados pelas
hidrogenases periplasmaticas produzem um gradiedtéco para a sintese
guimiosmotica de ATP (transporte vetorial de pré)diRabbust al, 2006). O fluxo de
prétons via ATPase para o citoplasma produz ungafproton motiva capaz de gerar

energia e conserva-la na formacéo de ATP a partk@P (Voordouw, 2002).
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Figura 2.3 - Rota metabdlica do hidrogénio proppstaOdum e Peck (1981) para explicar a conservded&nergia durante o crescimento de
Desulfovibrioem sistema lactato/sulfato. As hidrogenases (Hatglasmaticas e periplasmaticas estao indicaddigura.
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Todavia, dentre as BRS predominam as espécies ahateirotroficas, capazes de
degradar substratos organicos para reducdo do tocsulf@ibson, 1990). Estes
microrganismos, ao oxidar compostos organicos eziedsulfato, podem produzir
acetato como intermediario nas reacbes metabd(iogisra 2.4). O acetato € um
composto chave nos processos dissimilativos datsuém BRS. As BRS podem ser
classificadas em dois grupos, de acordo com sueactedsticas fisiologicas de
consumo ou producgdo de acetato: i) bactérias qumxcompletamente acetato aLO
e, ii) bactérias que oxidam o substrato organiconmpletamente a acetato. Ao primeiro
grupo pertencem, dentre outras, bactérias dos @Emesulfobacter, Desulfonema,
Desulfosarcina, Archaeoglobug ao segundo,Desulfobacterium, Desulfovibrio,
Desulfonema, Desulfobulbus, Desulfotomacul(tt@ao, 1996). Compostos organicos
com 1 carbono, como formato e metanol, e alguns 2ooarbonos, como glicina,
podem ser oxidados completamente por BRS sem aafdion de acetato como
intermediéario (Ballet al, 2007).

A oxidacdo completa de acetato a £€m condi¢cdes anaerObias envolve as
sequéncias de reac¢fes do ciclo do acido citrigurdi 2.4) (Rabbust al, 2006). As
enzimas envolvidas nesse ciclo em BRS diferem egnnal aspectos das enzimas
responsaveis pela oxidacdo do acetato em mitoa@mdrem bactérias aerobias (Rabbus
et al, 2006). No ciclo do acido citrico, uma sequémigaeacdes do citrato a succinil-
CoA promovem a oxidacao do acetato @@ producdo de 1 ATP por mol de acetato
oxidado. O ganho de energia livre na reducdo diatsutom acetato estd exibido na

equacao abaixo:
CH;COO + SO = 2HCOy + HS (2.11)
AG® =-47,3 Kj/mol

A baixa producdo energética na oxidacdo de acetate@iclo do acido citrico é
insuficiente para suportar o crescimento celulgpadir da reducdo do sulfato. A
producao de 1 ATP pela fosforilacdo ao nivel dessabo contrasta com a necessidade
de 2 ATPs para ativagdo do sulfato. Assim, parairs@preducdo do sulfato e o
crescimento celular, mais que 1 ATP tem que sdet&zado por quimiosmose via
ATPase, a partir de um transporte vetorial de p®em longo da membrana (Thaeer
al., 1988).
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Na oxidac&o incompleta de substratos organicoseta# é formado como produto
metabdlico final das reacfes de oxidacdo de acef-(Voordouw, 2002). Pereiret
al. (2008) observaram que a sintese de 1 mol detagatamove a fosforilacdo de 1
mol de ADP a ATP (figura 2.4). Os intermediariostabelicos produzidos até a
formacdo de acetil-CoA estardo relacionados conrigera do composto organico
oxidado (Rabbust al, 2006).

O lactato € um substrato classico para o cultivdbaetérias redutoras de sulfato
(Postgateet al, 1984), podendo ser utilizado por varias espégjanetabolicamente,
oxidado completa ou incompletamente por espécieandenesmo género (Hansen,
1994). Porém, varias espécies do géneesulfobacter(Widdel e Pfening, 1984),
algumas espécies do géné&esulfobacteriume DesulfonemgWiddell et al, 1983) e
Desulfotomaculum(Widdel e Pfening, 1984) nao utilizam lactato corumte de

elétrons no metabolismo.

A oxidacao incompleta do lactato a acetato em éspéeDesulfovibrioindica que
a oxidacdo de substratos organicos em BRS est&iatgsocom a conservacao de
energia quimiosmatica, em adicédo a fosforilacaaigel do substrato (Pankhar@aal.,
1988). O saldo energético resultante da fosforilaag@ nivel do substrato via oxidacéo
do lactato e reducéo de sulfato Mesulfovibrioé zero (Pohoreliet al, 2002). Duas
moléculas de lactato oxidadas por molécula de tsuteduzido produzem dois ATPs
durante a liberacdo de acetato, via acetato quirases dois ATPs sdo consumidos
para a ativacéo do sulfato, sendo 1 ATP para &oedg ATPsulfurilase e 1 ATP para
regeneracao de ADP de AMP (reacao da adenilatasg)jrformado durante a reducdo
do APS (Voordouw, 2002). Dessa forma, a geraca@raggia para o crescimento
celular de BRS pode estar relacionada com a rotabdkca de producéo e oxidacéo de
hidrogénio (Pereirat al, 2008; Voordouw, 2002; Pohorekt al, 2002; Odom e Peck,
1981; Badziong e Thauer, 1978).

O etanol é outro doador de elétrons e fonte deocarltomumente utilizado na
reducdo de sulfato por BRS. O etanol pode ser dridaompletamente ou
incompletamente pelas BRS. Segundo Kreeteal (1988), a degradacdo de etanol
ocorre via sua oxidacdo a acetaldeido por uma laldebidrogenase e posterior
oxidagao a acetato, conforme esquematizado nafydr EmDesulfovibrio vulgarisa
alteracdo na atividade de hidrogenases periplasasaticasiona inibicdo da enzima
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alcool dehidrogenase, diminuindo o crescimentolaeliHavemaret al 2004). Assim
como na oxidacdo do lactato, a degradagcdo do etamiiém pode estar relacionada
com o metabolismo do hidrogénio (Peratal, 2008).

Uma série de doadores de elétrons pode ser utilinad processos de remocao
bioldgica de sulfato (tabela 2.1) (Liamleam e Arrfaate, 2007). Substratos organicos
como acetato, lactato, propionato, piruvato, bidgim alguns alcodis como metanol e
etanol sdo aplicados no cultivo de espécies de Bp&lem ser utilizados em processos
de biorremediagcdo de ambientes contaminados cofatsyMuyzer e Stam, 2008;
Kaksonemet al, 2006; Nagpakt al, 2000; Hao, 1996). No ambiente natural, esses
compostos sdo produtos do metabolismo fermentaterocarboidratos, proteinas e
outros constituintes da matéria organica por bastéHao, 1996). Com isso, substratos
organicos complexos como celulose, lodo de aguaslud@rias, extratos vegetais,
excretas animais e outros residuos agricolas pogkmutilizados como fonte de
carbono e energia para consorcios bacterianos ¢&dra o tratamento de ambientes

ricos em sulfato (Suzuldt al, 2007).
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Figura 2.4 - Desenho esquemético das reacdes degdxi de etanol e lactato em BRS. O “X” pode sertnamsportador de elétrons ou
carreador de hidrogénio. As reacdes indicadas paless continuas propdem a rota de oxidacéo intetmplo substrato organico a acetato. As

reacOes indicadas pelas linhas pontilhadas indecaxidacdo completa de acetato a,®@fa ciclo do &cido citrico. Adaptado a partir dabBus
et al (2006).
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Tabela 2.1 - Energia livre de reacdes sulfidog@&icam diferentes doadores de
elétrons. Adaptado segundo Thaeeal (1977) e Liamleam e Annachhatre (2007).

Equacgéao n° Substrato Produto (Ki /?(g(’;ao)
Acidos
carboxilicos
1 AFormato + S@ HS + 4HCQy -146.7
2 Acetato + SGF’ HS + 2HCQ -47.3
3 Propionato + S§ + H, HS + 2HCQ + Acetato + -75.8
H,0
4 Propionato + 2S§y + H, 2HS + 3HCQ + H,0 -122.7
5 Butirato + 3S@ + H, 3HS + 4HCQ + 5H,0 -198.4
6 Butirato + SQ° + 2H, + HS + 2Acetato -103.8
6H,0
Alcool
7 AMetanol + 3S¢ 3HS + 4HCQ + 4O+ H*  -361.7
8 2Metanol + SGF HS + 2 Formato + 2b0 + H*  -108.3
9 2Etanol + SG 2Acetato + HS+ 2H,0 + H' -132.7
Acucares
10 Glicose + S@ HS + 2Acetato + 3HCQ + -358.2
3H"
11 Glicose + 3S¢ 3HS + HCO; + 3H' -452.5
Acidos
insaturados
12 2Lactato + SG HS + 2Acetato + 2HCQ + -159.6
b
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A diversidade de doadores de elétrons disponivelmaabolismo das BRS
proporciona diferentes rotas metabolicas de oxmacdiferentes estratégias podem ser
utilizadas pelos microrganismos para producdo dwgem (Pereiraet al, 2008). A
compreensao destas rotas metabolicas de remocsdfd® pode ser uma ferramenta
essencial para aperfeicoar os processos de biati@gde com BRS, porque pode-se
disponibilizar um doador de elétron capaz de redurémover o sulfato minimizando a
presenca de outros poluentes no efluente e redezisto do doador de elétrons por mol

de sulfato reduzido a sulfeto (van Houggral, 2006; Hamilton, 1998).

2.4 Aspectos biologicos e ecoldgicos de BRS

O envolvimento de microrganismos nos processosebmgmicos no ambiente
natural € primordial para a manutencdo das fornigaswomo as conhecemdsm
ambientes anaerébios, as bactérias redutoras fagosséio fundamentais nos processos
relacionados aos ciclos do enxofre e do carbonoyfstlue Stams, 2008). Além da
variedade de substratos organicos utilizados @ gupo na dissimilacdo do sulfato,
ele se destaca quanto a variedade de ambientesi@mpodem ser encontrados. BRS
foram detectadas e isoladas de ambientes com tetu@es extremas como fontes
hidrotermais e domo de lama vulcanica (Elsgaatral, 1994), em locais com alta
pressdo como fendas oceanicas, jazidas de peg@edimentos marinhos (Jeantlen
al., 2002), em ambientes acidos como drenagem aeidairths (Johnson, 1995) ou em
locais extremamente alcalinos, como em lagos da @d#utaet al, 1997). Todavia, a
grande maioria do grupo habita regides bentdniedagbs, rios e mares, areas alagadas
e pantanosas, além de plantas de tratamento de éggiduarias (Gibson, 1990). A
capacidade de habitar nichos ecolégicos especiéoosambientes peculiares exibe a
complexidade biologica do grupo e estimula a bukcagua a aplicagédo cientifica em

processos biotecnologicos de remediacgao.

Microrganismos desempenham uma funcéo ecologicaopdial nos processos de
ciclagem e mineralizacdo de compostos na natuzamodificacbes das espécies
quimicas do enxofre no ambiente estdo vinculadasn @ participacdo de
microrganismos e plantas (Madiganal, 2004). Contudo, as reacfes de assimilagao-
dissimilagdo do enxofre inorganico em ambientesnseutares anaerobios sdo de

responsabilidade prioritaria das bactérias redstoi@ sulfato (Fauquet al, 1990).
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Como descrito anteriormente, 0s processos biolégd® assimilacdo promovem a
conversdo do enxofre inorganico na estrutura aehdateriana; ja a dissimilagdo do
sulfato propicia a sintese de energia celular xdaycao de sulfeto. O sinergismo entre
os ciclos do enxofre e do carbono disponibilizairegs essenciais para 0 metabolismo
celular de BRS.

Os mecanismos de reducédo bacteriana de sulfato edticionados diretamente
com a oxidacdo de matéria organica. Em ambientasr@nios, a mineralizacdo de
carbono orgéanico envolve uma série complexa deadagéo e requer a interacdo de
diferentes grupos de microrganismos (Gibson, 19®¥sas interacdes durante a
metabolizagdo dos substratos organicos na comuidadteriana de sedimentos
anaerébios se estabelecem basicamente entre BR&g¢ridm fermentativas,
acetogénicas e metanogénicas (Schink, 1997). Gsuadas espéecies de BRS nessas
comunidades estara relacionado com a origem e caoneentracdo de substrato

organico e de ions sulfato presentes no meio.

Os caminhos de mineralizagdo da matéria organicacido do carbono em
ambientes anaerdbios estardo relacionados comtesnediarios sintetizados pelas
espécies bacterianas que compdem a cadeia alim@gtaa 2.5). Macromoléculas,
como proteinas, polissacarideos e lipideos séaoolis@dos por microrganismos
fermentadores (bactérias e fungos). Na sequénsiamondémeros — aminoacidos,
acucares e acidos graxos — sédo fermentados paribactermentativas que produzem
variados substratos de baixo peso molecular cora@tag propionato, butirato, lactato
e hidrogénio. Na presenca de sulfato, bactériasitoems de sulfato consomem,
prioritariamente, os produtos da fermentacédo (fgRiba). Contudo, na auséncia de
sulfato, o hidrogénio e o acetato — sendo o acgaiduto direto da fermentacdo ou
indireto da acetogénese — sao consumidos por l@ctéetanogénicas (figura 2.5b). A
compreensao das relacdes ecolégicas de competicAmutealismo no consoércio
microbiano favorece o cultivo “in vitro” e a utifizdo de culturas mistas de bactérias

redutoras de sulfato em processos biotecnologiiasn(set al, 2006).
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adaptado a partir de Myers e Stams (2008).
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Em contraste com as BRS, bactérias metanogénidesmmt um namero restrito de
substratos metabdlicos (Schink, 1997). Espécies BiRS podem competir com
metanogénicas por fontes de carbono e elétrons @watato e hidrogénio, sendo a
concentracdo de sulfato o fator determinante nems@eticdo (Oremland e Polcin, 1982).
Em teoria, em condicbes onde prevalece alta coraggitt de doadores de elétrons de
baixo peso molecular e ions sulfato, o desenvolntmde grupos de BRS é favorecido. Ja
em condicdes limitantes de sulfato, ha predomiribattérias metanogénicas (Lensl,
1998).

A intensidade das relacdes mutualisticas entre specees de uma comunidade
microbiana € primordial para a manutencdo da est&rué diversidade funcional do
ecossistema (Mcinernest al, 2008). Interacdes interespecificas entre célulasariotas
tém sido estudadas intensamente, principalmente respeito a cooperacao sintrofica
envolvendo bactérias metanogénicas e redutorasli@tos(Scholteret al, 2007; Zellner
et al, 2006). Sintrofismo € um caso especial de coggeraimbidtica entre bactérias que
produzem diferentes tipos metabdlicos onde o poodatmetabolismo de uma é utilizado
como substrato energético para outra (Schink, 19P@fy exemplo, a metanogénica
Methanosarcina barkerpode crescer sintroficamente com a BB&ulfovibrio vulgaris
qguando lactato esta presente como Unico substrgémioco (Scholteret al, 2007). A
degradacgédo do lactato na respiracdo anaerébidfdtosoor Desulfovibrio vulgarigoroduz
acetato que sera fonte de elétrons e carbono raboiestmo deViethanosarcina barkeri
Porém, em consércios bacterianos naturais, a ‘\aléeddos substratos organicos
disponiveis e a diversidade de espécies presemtemti complexas as interacdes entre as
espécies. A compreensdao dos aspectos que favorecsimtrofismo em consorcios
microbianos é chave para o aperfeicoamento dosegsos de biorremediacdo e de
tratamento de efluentes (Stastsl., 2006; Zellneet al., 2006)

Além dos aspectos bibticos, as caracteristicastieds0odo ecossistema sdo fatores
decisivos para o crescimento e atividade dos ngarosmos (Haet al, 1996). Bactérias
redutoras de sulfato crescem melhor em condicoederadamente alcalinas (pH 7,0 —
7,8), mesofilas (28 — 8&€) e em ambientes redutores cujo os valores dee Emsontrem
na faixa de -150 a 200 mV (Madigat al, 2004). Contudo, a reducéo dissimilativa de
sulfato por BRS foi observada em ambientes acidosditnagens acidas de minas
(Johnsonet al, 2002; Kusselet al, 2001; Johnson, 1995), em ambientes alcalinos
(Kjeldsenet al, 2007; Pikuteet al, 1997; Fryet al,1997), termdéfilos (Dominguest al,
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2006; Jeanthoet al, 2002; Elsgaarét al, 1994) e psicrofilos (Vandiekest al, 2006;
Knoblauchet al, 1999; Sasst al, 1998).

Um fator ambiental determinante no desenvolvimelgeBRS é a sua capacidade de
sobreviver em condicdes aerdbias. BRS sdo traditiente classificadas como
heterétrofos anaerobios e como organismos incapzeserar oxigénio molecular, sendo
assim restritos a ambientes andxicos (ldaal, 1996; Gibson, 1990). Porém, diversos
estudos tém relatado a capacidade de BRS sobreriveondi¢cdes aerdbias e metabolizar
sulfato na presenca de oxigénio (Marscledllal, 1993). Algumas espécies de BRS
possuem enzimas capazes de evitar os efeitos riledetids espécies reativas de oxigénio
como radicais superoxidos e peréxidos (Pergiral, 2008; Santana, 2008; Dokd al,
2006) ou podem criar micronichos anoxicos em zaddsas (Kjeldsenet al 2004,
Krekeleret al, 1998; Sasst al, 1998).

2.5 Biotecnologia de tratamento de efluentes com BRS

A utilizacdo e o aprimoramento de biotecnologiaseadbias no tratamento de
efluentes domesticos e industriais vém despertgndode interesse de pesquisadores e
empresérios. Comparado aos meétodos convencionatsatdéenento aerdbio, processos
anaerobios apresentam diversos beneficios amtsentgondmicos (Leret al, 1995). O
tratamento de efluentes ricos em matéria orgamicdamentado em técnicas anaerdbias se
destaca pela producéo de biogas, por gerar baikoneode lodo no interior das plantas de
tratamento, por requerer uma pequena area parantapfo e poder ser aplicado em
diversos locais, por apresentar baixo custo pa@natru¢cdo e manutencéo dos reatores e
por ser utilizado com outros métodos de poOs-trataongara recuperacdo de compostos de

interesse (Lenst al,, 1998).

Tratamentos biologicos que utilizam bactérias re@st de sulfato (BRS) podem ser
alternativas eficazes e economicamente viaveis gaeanocao de sulfato, precipitacao de
metais e alcalinizacdo de efluentes industriaikg¢iiaenet al, 2003). As caracteristicas
fisiologicas deste grupo de microrganismos permitena efetiva remocao de poluentes
dissolvidos nos efluentes, principalmente de ioffsit®. As BRS se destacam pelo fato de
crescerem em ampla faixa de pH, entre 5,0 e 9@mspredominantemente mesofilas (a

temperatura ideal para o crescimento estd entreC 20°40° C); utilizarem substratos
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organicos simples como fontes de carbono (por elempacetato, o etanol, o propionato e
o lactato); e apesar de serem anaerobias, apresardiguma tolerancia ao oxigénio (Lens
et al, 1998; Cypionkat al, 1995).

Porém, a utilizacdo de biorreatores anaerdobios B®&S pode ndo ser uma técnica
eficaz para o tratamento de aguas residuariasodugéo de sulfeto por BRS em plantas
de tratamento anaerdbio de efluentes residen@asacalguns problemas como toxicidade,
corrosdo, odor, aumento da DQO do efluente e redongdqualidade e na quantidade de
biogas (Lenset al, 1998). Segundo Nagpat al. (2000), os seguintes fatores devem ser
considerados para a criacdo de modelos de reatoresBRS: utilizacdo de substratos
carbbnicos e de sulfato e producdo de biomass#éessinde sulfeto, de substratos
carbbnicos secundarios ou de dioxido de carborgsodiacio/associacdo de espécies
dissolvidas; transferéncia de massa gas/liquidaaiapostos volateis; precipitacdo de
metais (quando presentes no sistema) como sulfetetilicos; e caracteristicas

hidrodindmicas adequadas ao tipo de reator queubrado.

A eficiéncia do tratamento biolégico de efluenteduistriais com elevada concentracdo
de sulfato ainda é influenciada diretamente pelarme de biomassa e pela estrutura da
comunidade de BRS no interior do biorreator. Eftaenindustriais normalmente
apresentam baixa concentracdo de substratos oogah@vendo necessidade de adicionar
matéria organica ao efluente para beneficiar oxgasms de tratamento biologicos
heterotréficos. A selecdo de um substrato orgaadmnuado para o cultivo de BRS tem
dificultado a implantacdo desta biotecnologia epakesindustrial. Os grupos de BRS sé&o
formados principalmente por microrganismos quezath moléculas organicas de baixo
peso molecular e hidrogénio (Liamlean e Annachh&@®7). Entretanto, o cultivo de
consoércios bacterianos com BRS utilizando substratgénicos mais complexos como
celulose, lodo de esgotos domésticos e excretamaanitem sido também estudado
(Neculita e Zagury, 2008).

Estudos sobre a aplicabilidade de reatores anasrdlai remocédo de sulfato e metais
em efluentes industriais ainda séo poucos e a legiacesta em desenvolvimento. Maree
et al (2004) descreveram um processo de tratamentégitol com BRS para remocéo de
sulfato em um sistema com reatores de mistura @aptom concentracdo inicial de
12,4 g de S¢’ por I'd* no efluente. A concentracéo de sulfato posteriotratamento

estava abaixo de 200 riglKaksoneret al (2006) utilizaram um reator de leito fluidizado
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com BRS para o tratamento de efluente acido riconettais com pH inicial 2,5-3,0 e com
concentracéo de 2290 mg de sulfato po'] 600 mg de Zn pof'd™® e 300 mg de Fe por
I*d?, em um tempo de retencdo hidraulica de 6,5 h. Aptiatamento, o pH do efluente
apresentava valores de pH superiores a 7,5 e a&macdo dos metais foi inferior a
0,1 mgl*.

Informacdes holisticas sobre os processos de redie&ulfato por BRS devem ser
produzidas previamente como base para aplicacdeadbtecnologia em escala
industrial. Geralmente, esse conhecimento é geeadmartir da utilizacdo prévia de
experimentos em sistema batelada em escala labalalze acordo com as caracteristicas
bioquimicas das comunidades de BRS estudadas, mxamos a viabilidade em
empregar essa técnica no tratamento de efluentéancimados com sulfato e com metais

pesados.
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3 OBJETIVOS

No presente trabalho foram testados métodos pamariquecimento e o cultivo de
amostras naturais de culturas de bactérias reduttgasulfato (BRS). A selecdo de um
meio de cultivo apropriado para o desenvolvimertgmipos de BRS e a interferéncia dos
doadores de elétrons no metabolismo dissimilativosdlfato foram estudados como
parametros fundamentais para quantificar o cresaorigacteriano e a remocao de sulfato
por comunidades de BRS. A partir do desenvolvimeeta@ulturas de BRS adaptadas as
condicOes avaliadas, a tolerancia ao pH e a vaiadacentracbes de metais foram
analisadas. A compreensao das condi¢cdes abiotaagividade metabdlica das BRS é
primordial para a aplicacdo desse grupo nos proseb®tecnolégicos de tratamento
biologico de efluentes industriais. Para alcancsse® objetivos gerais, 0S seguintes

objetivos especificos foram propostos:

» Enriquecer e isolar culturas de bactérias redutdeasulfato (BRS) provenientes de
sedimentos ou corpos d’agua naturais contaminagimsstilfato e/ou com metais em

meio de cultura liquido seletivo Postgate C “madifio”.

* Auvaliar a capacidade das culturas de BRS em cresn®tabolizar sulfato em valores
de pH 7,0 e 5,5 e na presenca de diferentes stdsstiaganicos (lactato ou etanol) nos

meios de cultivo Postgate C “modificado”, Postdat®ostgate B e meio Minimo.

e Avaliar a possibilidade de emprego deste tipo derorganismo em tratamento de

efluentes acidos.

» Selecionar as culturas de BRS que apresentem t®meglresultados de crescimento e

gque sejam capazes de remover sulfato nas condgies meios de cultivo avaliados.

» Selecionar um meio de cultivo liquido onde hajaaneaficiéncia de remocéo biolégica

de sulfato.

* Selecionar uma razdo DQO/sulfato 6tima para octresito e remogdo de sulfato

pelas culturas de BRS e definir parametros ideaisuttivo.

* Analisar as caracteristicas bioquimicas das cultdea BRS cultivadas em meio de
cultivo contendo lactato ou etanol, a partir dadpgiio de acidos organicos

intermediarios do metabolismo desses substratos.
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e Avaliar a remocado biologica de sulfato em meio ddtivo contendo variadas

concentracdes dos metais niquel, cobre e manganédiferentes pH e utilizando
diferentes substratos organicos.

Identificar microrganismos presentes nas cultursendo técnicas de caracterizacao
morfologicas e moleculares.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de coleta

As culturas mistas de bactérias redutoras de sUlBRS) utilizadas nos experimentos
foram coletadas nos seguintes ambientes: (i) sedowmede uma lagoa urbana, (ii) de
reatores de manta de lodo de fluxo ascendente (Y&SH) sedimentos de uma area de
drenagem acida. Todos os locais de coleta apresemtaondicdes ambientais propicias
para o desenvolvimento deste grupo de microrgarisi® areas de coleta de amostras de

BRS estéo descritas a seguir.

i. Sedimento da lagoa do Gamba, Ouro Preto, MG. A dafyjp Gamba esta localizada
no centro de um loteamento na cidade de Ouro RyatdVlinas Gerais, a 2408'51.11"” de
latitude S e 4%80’0.63” de longitude O (figura 4.6). Esta lag@ebe grande quantidade
de esgoto residencial e do escoamento superfieidrelas periféricas. A borda da lagoa
apresenta cobertura vegetal marginal de espéciésibas exoticas. As amostras foram
coletadas do sedimento, em dois pontos difererdestarior da lagoa, denominados de
LGO01 (de uma margem) e LG02 (margem oposta a LG0H)jstancia entre os locais de

coleta foi de aproximadamente 200 m.

Figura 4.6 - Vista da lagoa do Gamba, cidade d® Gweto — MG.
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ii. Lodo anaerobio proveniente de dois reatores UASRados no tratamento de esgoto
doméstico e efluente industrial. Uma amostra fdraéda do lodo de um reator UASB
localizado na estacao de tratamento de esgoto darfaenento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental (DESA) da Universidade Federal de Minasds (UFMG), responsavel pelo
tratamento do esgoto doméstico da cidade de Beldzdte, denominada UASBO1
(figura 4.7a). Uma segunda amostra foi coletadauwte reator UASB em escala de
laboratdrio, localizado no laboratério de Tratares¢ Efluentes do Instituto de Ciéncias
Exatas e Biolégicas (ICEB) da UFOP, tratando etieede uma industria moveleira da
cidade de Uba - MG. Esta amostra foi denominadaB0®Sfigura 4.7b).

(a) (b)

Figura 4.7 - Registro fotografico dos reatores edt@es onde foram coletadas as amostras
denominadas UASB. (a) Reator UASB situado na estdedratamento de esgotos do rio
Arrudas (ETE Arrudas), na cidade de Belo Horizoiibg;reator UASB experimental da
UFOP.

iii. Regido de drenagem acida de mina (DAM). A drenageida esta localizada em uma
mina de pirita desativada no bairro Padre Fariamuomicipio de Ouro Preto — MG, a
20°23'48.37” de latitude S e 439'25.88” de longitude O (figura 4.8). A drenag@cprre

em periodos de chuvas, época em que foi realizadéeta das amostras. A agua presente
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nesta DAM apresentava pH proximo a 4,0. As amostoaam extraidas da agua,
denominada de DAM 01, e do sedimento, denominadsl DA

Figura 4.8 - Vista de um afloramento de pirita emauegido de drenagem acida de mina
na cidade de Ouro Preto — MG.

Em cada ponto de coleta, uma amostra foi retiraal@n@zenada no interior de sacos
plasticos ou frascos ambar devidamente identifisagldacrados. Imediatamente apos as
coletas, o material foi conduzido ao Laboratério Hidrometalurgia da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), para o enriquecim#sscaculturas de BRS.
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4.2 Enriguecimento das culturas de Bactérias Redutorade Sulfato

O enriquecimento das BRS presentes nas amostetadas foi realizado em meio de
cultura liquido Postgate C “modificado” segundo @ige Gu (2003), cuja composicao
esta representada na tabela 4.2. Este meio deactoiveficaz para o cultivo de BRS por
apresentar todos 0s nutrientes necessarios parasenwblvimento deste grupo de
microrganismos. Para diminuir a concentracao dgémxo no interior do meio de cultura e
manter a condicdo de anaerobiose foi adicionadgidaato de soédio ao mesmo. O pH da
solucéao foi ajustado para 5,5 = 0,2 e 7,0 + 0,20Me de carbono e elétrons também foi
modificada, sendo adicionados ao meio de cultwiata ou etanol. A escolha da fonte de
carbono foi fundamental para avaliar o crescimela® culturas de BRS cultivadas. Em
seguida, as solugées foram autoclavadas em calido((t2C C, 1,5 atm, 20 minutos). A
solucéo de sulfato ferroso foi autoclavada sepamadte em pH 7,0 ou 5,5 e depois

adicionada a solugéo de sais.

Tabela 4.2 - Composicdo do meio de cultura Post@dtmodificado” segundo Cheung e
Gu (2003).

Composicao Quantidade ().
Lactato de sodio 0,6
Citrato de sodio 0,3
KH.POy 0,5
NH,CI 1,0
NaSO, 4,5
CaChL2H,0 0,06
MgSO,. 7H,0O 2,0
Extrato de levedura 1,0
EDTA 0,3
Tioglicolato de sodio 0,5
FeSQ.7H,O 0,5
Agar 0,5

Para avaliar o crescimento de culturas mistas d& BR diferentes fontes de
carbono, o lactato de sdodio foi substituido pon@tao meio de cultura. O volume de 6,7
mL (5,12 g) de etanol (95% concentrado) foi adiasima 1 litro de meio de cultura, com o

objetivo de enriquecer espécies de BRS capazestidalizar sulfato com esse substrato.
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As amostras provenientes dos sedimentos e do lodorehtores foram agitadas
individualmente em um 1 litro de agua destilada atformacdo de uma solucéo
homogénea. Aliquotas em triplicatas de 12 mL (5%) wWe cada amostra foram
adicionadas a Erlenmeyers de vidro contendo 25@enieio de cultura com variagdes no
pH inicial (5,5 ou 7,0) e no substrato organicactdeo ou etanol). Os frascos foram
incubados e mantido em estufa microbiol6gica ¥C3%lurante sete dias ou até a deteccéo

do crescimento das culturas a partir do escured¢orcemmeio.
4.2.1 Curva de crescimento das culturas bacterianas

Os parametros de crescimento celular calculad@sgsaculturas bacterianas foram o
tempo de duracédo da fase de crescimento exponeodianpo de geracdo, o numero de
geracOes e taxa de crescimento. A partir dess@svear foi possivel estimar as condi¢des
mais apropriadas para o cultivo das amostras de BR$alculos referentes ao numero de

geracoes (N) foi calculado a partir da equacdaxabidladiganet al, 2004):
N = 3,3*(log DQ - log DQ)

onde, D@ significa a absorbancia inicial e [PO valor da absorbéancia final. Quando o
crescimento foi quantificado por contagem diretzélalas, as variaveis Q@ DQ foram

substituidas pelo ndmero inicial Ne namero final (N de células, respectivamente. Os
valores referentes ao numero de geracdes e a¢agi@scimento foram relacionados com

o periodo de crescimento exponencial da culturtebiana avaliada.

Para analisar os parametros de crescimento, umpaotdi de 15 mL de cada cultura
previamente enriquecida foi adicionada a frascobadinde 1 litro contendo 285 mL de
meio de cultura liquido Postgate C “modificado” ssutfato ferroso (FeSLYH,O), em
pH 7,0. Os cultivos foram realizados em duplicatantidos em estufa microbiolégica a
35°C, durante aproximadamente 50 horas, periodo snfiipara a cultura alcancar o fim

da fase exponencial de crescimento.

Apos o enriquecimento das culturas de BRS foi saatdo meio de cultura sem sulfato
ferroso para evitar a alteracéo nos valores dedhbaes 6ptica do meio. O meio de cultura
também apresentou variacdo quanto a fonte de aarboelétrons (lactato ou etanol)
disponivel. Esta variacdo permitiu avaliar a infici@ do substrato orgénico sobre a

proliferacédo celular nas amostras de bactériagptes nas culturas.
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4.3 Definicao das condicOes de estudo

As culturas enriquecidas capazes de crescer e proslulfeto em meio Postgate C
“modificado” foram submetidas a novas condi¢céesudBvo. A atividade das bactérias foi
avaliada em quatro meios de cultura liquido, meaiido-se a producéo celular (a partir da
densidade otica) e o consumo de sulfato ao longpedimdo correspondente a fase de

crescimento exponencial.

Os meios de cultura liquidos testados foram os sreastgate B (Cabreed al, 2006),
Postgate C (Cabremt al, 2006), Postgate C “modificado” (Cheung e Gu,30€ meio
Minimo (Merdicioetal., 2007) cujas composicdes estdo apresentadadvela ta3. Cada
meio de cultura ainda apresentou variacdo quafaata de carbono e elétrons (etanol ou
lactato) e quanto ao pH inicial (7,0 £ 0,2 e 56,2).

O etanol foi adicionado, em concentracéo de 5,12 gn substituicdo ao lactato de
sédio nos meios de cultura Postgate B, PostgatePGstgate C “modificado”. No meio

Minimo, a concentracédo de etanol utilizada foi d5@L™.

As culturas foram inoculadas em frascos ambar liteolcom volume util de 300 ml.
Antes da inoculagéo, as culturas foram enriqueaidasmeios de cultivo e nas condi¢des
correspondentes as submetidas para as analises. digumta de 15 ml de cultura
enriquecida foi adicionada a 285 mL de cada meioulieira liquido sem sulfato ferroso
(FeSQ.7H,0). As inoculacdes foram realizadas em duplicataantidas em estufa a
35°C, durante 55 horas. Aliquotas de 7 mL foram redisados frascos nos intervalos de 0,
22, 30, 45 e 55 horas. O crescimento bacterianméalido pelo método indireto baseado
no aumento da turbidez (DO) do meiA. concentracdo de sulfato foi medida por

espectrofotometria de emissao atémica com fonsaa
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Tabela 4.3 - Composicdo dos meios de cultura’lgtara andlise do crescimento e
consumo de sulfato das culturas de bactérias nedutie sulfato.

Composicéo (gt) Postgate B Postgate C “rﬁgjit]g?;zg Ml\i/lne;irﬁo
Lactato de sodio 3,5 6,0 0,6 1,1
Citrato de sédio - - 0,3 -

KH,POy 0,5 0,5 0,5 0,05
NH,4CI 1,0 1,0 1,0 0,126
NapSOy - 4,5 4,5 3,0

CaCb 0,06 - 0,06 0,02
MgSQ,.7H,0 2,0 0,06 2,0 0,1
Extrato de levedura 1,0 0,25 0,1 -
FeSQ.7H,O 0,5 - 0,5 0,01
Tioglicolato 0,1 - 0,5 -
Acido ascérbico 0,1 - - -
Agar - - 0,5 -
EDTA - - 0,3 -
KCI - - - 0,1
CoCl - - - 0,005
Razao Lactato 3,1 1,8 0,3 0,5
DQO/sulfato
tedrica Etanol 7,5 3,0 2,2 0,5

39



4.4 Cinética de remocao de sulfato em diferentes condies de cultivo

O meio de cultivo utilizado para avaliar a cinétida remocdo de sulfato e
crescimento bacteriano das culturas de BRS emediies valores de pH e razao
DQO/sulfato foi o meio liquido Postgate C (Cabretaal, 2006) sem sulfato ferroso
(FeSQ.7H,0). Para calcular a razdo DQO/sulfato desejadayehouodificagcdes nas
concentracdes dos sais de sulfato e dos subswagdsicos dos meios de cultivo. A
concentracao inicial de sulfato utilizada nos meiesultivo variou entre 2,5 e 3,0 gde
sulfato. A concentracdo do substrato organico dtacbu etanol) foi representada pela
demanda quimica por oxigénio (DQO). A DQO podedsdinida como a quantidade de
oxigénio necessario para oxidar a matéria orgabicdegradavel, ou seja, avalia a
quantidade de oxigénio dissolvido (OD) em thagle G que ser4 consumido para

degradacdo completa de matéria organicaa CO

A metodologia de cultivo das culturas de BRS sofagumas modificacées. Os
testes para acompanhamento do crescimento bactediartinética de remocgéo de sulfato
e da variacdo no pH durante os cultivos foram zadbs em frascos ambar com volume de
500 mL. Aliquotas de 20 mL (5% v/v) de inb6culo paswente enriquecido foram
adicionadas aos frascos contendo meio liquido Biestg. Os frascos foram vedados com
rolhas de borracha e lacrados com fita tipo “sitege” (Figura 4.9). Em seguida, ocorreu
a retirada do oxigénio neeadspaceom a adi¢cdo de nitrogénio gasoso durante 5 nsnuto
Os ensaios foram realizados em duplicata, mangdogstufa microbioldgica a 36, por
um periodo de 216 horas. Uma torneira de trésdeggslastico acoplada a uma agulha de
seringa foi mantida na superficie da rolha de lohiaados frascos de cultivo. Essa torneira
funcionou como uma valvula para o controle dos g@&@ara a retirada de in6culo do
interior dos frascos. Aliquotas de 4 mL foram estas periodicamente, com auxilio de
uma seringa de 10 mL, no periodo de 216 horas ltiga;ypara medir a concentracdo de
sulfato, o pH e a contagem de células. Para araulid0l1 em razdo DQO/sulfato igual a
2,0, contendo lactato ou etanol e em pH 7,0, aym@al de acidos organicos também foi
guantificada durante o periodo de cultivo.
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Figura 4.9 - Frascos para cultivo de BRS em cordiclie anaerobiose.

45 Crescimento de BRS em meios de cultivo contendo met

4.5.1 Selecao de culturas de BRS tolerantes a metais

Para avaliar a tolerdncia das culturas de BRS aispets culturas LGO1, LGO2,
UASBO1 e UASBO02 foram inoculadas em meio de cultliguido Postgate C
“modificado” (Cheung e Gu, 2003), contendo nigaehre e manganés. O meio de cultura
sofreu modificagbes quanto ao substrato organitam@é ou lactato) e ao valor do pH
inicial (7,0 + 0,02 e 5,5 + 0,02). A concentracéiial dos metais foi de 20 mglLpara
niquel (NiSQ.6H,0) e 10 mgl* para cobre (CuS{H,0) e manganés (MnSM,0).
Tais concentracfes excedem o valor minimo establelguela Legislacdo Nacional,

resolugdo CONAMA n° 357/05, para langamento deeafies em corpos hidricos.

A metodologia de inoculagédo direta com volume fiwo evitada para minimizar a
interferéncia do sulfeto de hidrogénio presente nm@io de cultura enriquecido, na
concentracdo inicial de metais presentes no frdscoultivo. A técnica para inoculacao
consistiu na filtragem das culturas mistas em mamdMilipore estéril com 0,4&m de
porosidade. Uma aliquota de 5% (v/v) de meio eedglo com BRS foi filtrada e em
seguida a membrana foi lavada com solugéo salifé&o{0 O volume de meio enriquecido
filtrado poderia ser menor, desde que houvesse letenpaturacdo da membrana. A
lavagem da membrana permitiu a possivel retiradaulfeto de hidrogénio aderido as

células bacterianas e a prépria membrana. As membaovenientes das filtragdes foram
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adicionadas a Erlenmeyers de vidro contendo 300dmimeio de cultura liquido com
sulfato ferroso (FeSLrH,O). As inoculagbes foram realizadas em duplicatas,
acondicionadas em estufa microbioldgica a@5durante sete dias. A atividade bacteriana
foi avaliada a partir da capacidade de crescerodugir sulfeto nessas condi¢des. A
producdo de sulfeto foi estimada qualitativamengeaudir do escurecimento do meio de
cultura, comparada com uma amostra controle senmmorganismos, que manteve a

coloracao inicial do meio de cultura avermelhada.

4.5.2 Crescimento bacteriano e reducéo de sulfato pelads na

presenca de metais

Para avaliar a influéncia dos metais niquel, cobrenanganés no crescimento
bacteriano e na remocédo de sulfato, a cultura Lf&Dinoculada em meio de cultura
Postgate C, em pH neutro. Esta cultura foi seledlanpor apresentar os melhores
resultados de crescimento e consumo de sulfataedast culturas e nas condi¢cdes de
cultivo estudadas. O meio de cultura sofreu maalifies quanto a fonte de carbono (etanol
ou lactato), com valor de DQO/$0igual a 2,0. Foram adicionadas 300 nigtos
quelantes EDTA e citrato de sédio, a fim de garaatsolubilidade dos metais em pH
inicial igual a 7,0. A concentracdo inicial dos aigtfoi de 20 ou 50 mgt.para o niquel;
10 ou 25 mgL* para o cobre e 0 manganés.

A inoculagao da cultura LGOL1 foi realizada a patérfiltracdo da amostra previamente
enriguecida em membrana, como descrito no item. 4G cultivo foi realizado em frascos
ambar com volume de 500 mL. A membrana provenidatdiltracdo da cultura LGO1
previamente enriquecida foi adicionada aos frasootendo meio liquido Postgate C com
metais. Os frascos foram vedados com rolhas dediare lacrados com fita tipo “silver
tape” (Figura 4.9). Em seguida, ocorreu a retida@axigénio ndheadspaceom a adi¢cao
de nitrogénio gasoso durante 5 minutos. Os endai@sn realizados em duplicata,

mantidos em estufa microbiolégica & 85 por um periodo de 480 horas.

O desempenho da cultura LGO1 em meio de cultivtecalo metais foi avaliado pelos
seguintes parametros: crescimento da populacaerlza por meio da contagem celular
direta e pela densidade optica (DO), variacao de@lheio, variagdo na concentragdo de
metais e sulfato dissolvidos remanescentes na&mlég metodologias para andlise destas

variaveis estao descritas a seguir.
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4.6 Crescimento bacteriano e métodos analiticos

O crescimento bacteriano foi estimado pelos métaddseto e direto. O método
indireto de crescimento consiste na medida da derbido meio ao longo do cultivo
bacteriano. Esta técnica detecta a variacdo narkdbsma da amostra analisada no
comprimento de onda de 600 nm, causada pelo aunmdmtaumero de células. A
densidade optica (Dfgy) foi medida com o auxilio de um espectrofotdmeiba/Vis
(Hitachi — U2800A).Ja o método direto consistiu na contagem microsaeogireta das
células bacterianas. Amostras liquidas foram eddsaflo meio e com o auxilio de camaras
especiais de contagem (cdmara de Neubauer) e desnipio Optico (Leica — DM
2500M), o numero total de células foi quantificado.

A determinagdo da concentragdo de sulfato nas easodbi realizada em
Espectrofotbmetro de Emissdo Atdmica com fonte rRdasmarca — Spectro/Modelo —
Ciros CCD com Visao Radial, pelo laboratério de @emica Ambiental do
Departamento de Geologia da UFOP. As amostras fdifuidas inicialmente 10 vezes
em agua MiliQ e adicionado cloreto de cobre a smugsta técnica evita a reoxidacao
quimica de sulfeto de hidrogénio a ions sulfatcadi# a preparacdo das amostras para
analise. Em seguida as amostras foram centrifugad#&000 x g durante 5 minutos em
centrifuga, marca — Labmed, modelo — SPECTRAFUQH. 16 sobrenadante foi retirado

e as devidas diluicBes realizadas para as analisespectrofotbmetro.

As medidas de pH foram realizadas em um medidetatidge pH/milivolt DIGIMED,
modelo DM-20 com eletrodo combinado de platina no@MR-CP1. Para os ajustes do

pH inicial dos meios de cultivo foram utilizadodusmbes de HClI 1 N e NaOH 6 N.

As analises de DQO foram realizadas segundo o d&tdn Methods for the
Examination of Water and Wastewater®2@licdo. As amostras foram preparadas com
auxilio de um termorreator, marca — Marconi, modery Block MA 4004 e analisadas
em espectrofotometro UV/Vis (Hitachi — U2800A).

A determinagdo da concentragdo de metais dissalvidis meios de cultivo foi
realizada em Espectrofotbmetro de Emissdo Atdmicmn donte Plasma, marca —
Spectro/Modelo — Ciros CCD com Visdo Radial, pe#tooratorio de Geoquimica
Ambiental do Departamento de Geologia da UFOP. Asosras foram diluidas

inicialmente 10 vezes em agua MiliQ e adicionadetato de zinco a solucdo. Esta técnica
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auxilia na sedimentacao dos cristais de sulfet@lwes suspensos na solu¢cdo. Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g dufgmhinutos em centrifuga, marca —
Labmed, modelo — SPECTRAFUGE 16M. O sobrenadanteetirado e as devidas

diluicdes realizadas para as analises no espeidnoédro.

As andlises dos acidos organicos foram realizadascmatdgrafo HPLC (high
performance liquid chromatografy), mar&himadzu Serie 1050,utilizando-se uma
coluna de troca ionicdminex HPX-87H300 mm x 7.8 mm d&io-Rad As curvas de
calibracdo foram realizadas com padrdes dos parcgridos organicos (formico, acético,
propidnico, butirico, isobutirico, valérico e isté@co). A mistura de acidos foi analisada
em comprimento de onda de 210 nm e foram obtidasasatogramas para a construcéo
das curvas de calibracdo. As concentragbes dosgmtbram de 12,5, 25, 50, 100, 200 e
400 mgL*. A fase mével empregada foi &cido sulfarico 0,0dlLtit, com uma vazado de
0,6 mLmir*. A temperatura da coluna foi mantida enfG0e o volume de injecdo
empregado foi de 10L. As amostras de acidos organicos foram filtragl@smembrana
Milipore com porosidade de 0,22n, e acondicionadas em geladeira até o momento das

analises.

4.7 Caracteristicas morfologicas das culturas de BRS

As bactérias das culturas LGO1 cultivadas em mestgate C contendo lactato ou
etanol foram caracterizadas quanto a forma e agorda estrutura celular pela técnica de
coloracdo de Gram (Madigamt al, 2004). Aproximadamente 100 pL de cultura
enriguecida foram fixadas em laminas de vidro. Awllises foram realizadas em
microscopio Optico, marca Leica, modelo DM 2500kncaumento de 10x pelas oculares

e 100x pela objetiva.

4.8 Caracterizacao molecular das culturas de BRS

Apoés a filtragem das amostras crescidas nas cagligéscritas anteriormente, o
DNA das amostras foi extraido e purificado utiliderse o Kit Wizarl - Purificacdo de
DNA Gendmico (Promega).

44



Para as reagfes da PCR foram utilizados oligontidtms especificos para
amplificar fragmentos do RNAr 16S e da regido litgrgénica e 23S. Os iniciadores da
regido 16S, intergénica e 23S foram construidos @arbjetivo de comparar a populagéao
microbiana existente nas amostras enriquecidasciatlures: DSR16Sense 5
ACACTGGGACTGGAACACG 3’; DSR16Antisense 5° GGCTATCACGCTATGG 3;
DSRBSense: S’ACGCCACTGGAAGCACG-3 e DSR-BAntisense
5'GTGTAGCAGTTACCGCASZ.

Para amplificar os fragmentos do gene RNAr 16S egido 16S, intergénica e 23S,
foi utilizada a técnica da PCR. Em um tubo tipo &pjorf com capacidade para 500 pL
foi adicionada a mistura da reacdo da PCR com ulome final de 50 pL. Os

componentes da reacao estao descritos na tabela 4.4

Tabela 4.4 - Componentes utilizados na reacéo & PC

Componentes Volume
Tampao da reacdo (10x e sem“f)g 50 puL
MgCl, (50 mM) 1,5 pL
dNTPs (10 M) 1,0 pL
Solucéo de oligonucleotideos especificos direiagersos (10 mM) 2,0 uL
Platinum Taqg DNA polimerase (5 u/uL) 1,0 uL
H,O Milli-Q Estéril 37,5 L
DNA gendmico ou DNA plasmidial (200 ng) 2,0 puL

A mistura reacional foi incubada em um termocicta@bhermo Hybaid Px2) a
94° C, durante 4 minutos para desnaturacdo do DNAvacdio da Platinum Tagq DNA
polimerase. Apés a desnaturacéo, a reacéo de aapdid consistiu de 35 ciclos formados
por uma etapa de desnaturacdo a 94° C durante Utonimma etapa de hibridizac&o
durante 1 minuto a 60° C, e uma etapa de extengd® @ durante 1 minuto. Ao final dos
ciclos a reacgéao foi mantida a 72° C durante 6 rosatresfriada a 4° C.
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Os produtos da reagédo foram analisados em gel a®ssega 1,2% e purificados
posteriormente pelo método direto com acetato dim ®metanol e pelo método “Freeze-

Squeeze” de acordo cohauts e Renz (1983).

Na seqUéncia, o material gendmico purificado doipregado na clonagem e
transformacao de células Becoli DH50 competentes utilizando-se o vetor pGEM-T Easy
(Promega). Para a confirmacdo da clonagem, vinge cdédnias recombinantes foram
transferidas, individualmente, para 1,5 mL de cdl@ampicilina, durante 14 horas e
submetidas a amplificacdo por PCR como descriterimntente. A seguir, 5L da reacao
foram analisadas em gel de agarose 1,2%. Os amgpliooam corados com brometo de
etideo e visualizados com auxilio de um transil@mor em UV (Vilber Lourmat). O
tamanho dos fragmentos amplificados foi analisaslogomparagdo com um padréo de
massa molecular de 100 pares de bases (Invitro@eBDINA plasmidial foi extraido por

meio de lise alcalina e, a seguir, purificado disegiado.

Apés o0 sequenciamento, as seis seqUéncias de tideteo foram trimadas para
retirada da sequéncia corresponde ao vetor, e gaidsesubmetidas ao programa CAP3
(“Sequence Assembly Program”) para a busca de umecso. O consenso obtido foi
submetido a uma busca por similaridades de nudkmticom uso do algoritmo BLASTn
no banco de dados NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gjov

Todo este procedimento de caracterizacdo ao nivlelamar das BRS da cultura LGO1
aqui resumido foi realizado pelos pesquisadorekatmratério de Bioquimica e Biologia

Molecular da Universidade Federal de Ouro Preto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Enriguecimento e cultivo de Bactérias Redutoras d8ulfato (BRS)

5.1.1 Enriquecimento de culturas de BRS

O enriguecimento de bactérias redutoras de sulBRS) provenientes de diferentes
ambientes apresentaram resultados satisfatorisentia crescimento de todas as culturas
inoculadas em meio Postgate C “modificado” nosreaslale pH (5,5 e 7,0) e nas fontes de
carbono (etanol ou lactato) analisadas. O enriquatio de BRS é um procedimento
relativamente simples, basta empregar um meio eatatb-sulfato andxico adicionando
sulfato ferroso e agentes redutores, como tiogltoobu ascorbato (Madigat al, 2004).

A figura 5.10 apresenta as condi¢gbes de enriqguetore a alteracdo na cor do meio de

cultivo Postgate C “modificado” pelas culturas de B

Figura 5.10 - Enriquecimento de BRS das amostrigactas em meio liquido Postgate C
“modificado”. (a) Enriquecimento e cultivo das armas e (b) crescimento das culturas de
BRS: (1) in6culo em t =0 h, (2) in6culo em t =24, (3) inGculo emt =72 h.

A figura 5.10 exibe as condi¢des de enriquecimentaltivo das amostras inoculadas
em meio Postgate C “modificado”. Os frascos conmosulos foram mantidos em estufa
microbiolégica a 35C e em repouso durante aproximadamente sete didsHhdras).
Cheung e Gu (2003) utilizaram o mesmo meio Postgatemodificado” para enriquecer
consorcios de BRS de sedimentos marinhos contaosnamm metais pesados. Postgate e
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Gall (1973) descreveram uma série de meios devoultilizados para o enriquecimento e
isolamento de BRS, porém, segundo Gibson (1998legdo de um meio apropriado para
o enriquecimento de culturas de BRS estara reladmoeom a origem do inéculo e com as

condicOes de cultivo as quais esse inéculo senaestidho.

Todas as amostras inoculadas (LG, UASB e DAM) pzodm sulfeto de hidrogénio,
indicando metabolizacdo de sulfato. O meio dewulostgate C “modificado” € seletivo
e indicador da atividade de BRS. Esse meio apr@smtsua constituicdo sulfato ferroso
(FeSQ.7H,0) que lhe confere uma coloracao inicial avermedhadmo exibido na figura
5.10 (b.1 e b.2). Durante o metabolismo das BRSultato foi reduzido a sulfeto de
hidrogénio (HS), que em presenca de ferro ferrosd {Feo meio promove a formagéo de
um precipitado preto, provavelmente de sulfetoofr (FeS) (figura 5.10 - b.3). O
escurecimento do meio de cultivo pela formacdo €8 E um indicativo da atividade

metabodlica de BRS. Tal escurecimento nao foi olaskerwos frascos controle.

5.1.2 Curva de crescimento bacteriano

Os perfis de crescimento das culturas de BRSvaditis em pH 7,0 utilizando-se
diferentes fontes de carbono e elétrons foram mi@tedos a partir das curvas de
crescimento baseadas na leitura da densidade Offfi€go)), medida indireta do
crescimento celularersustempo. O acompanhamento da proliferacéo celulacdasras
bacterianas inoculadas (LG, UASB e DAM) foi reatiagperiodicamente até o momento
em que as populacdes bacterianas atingiam a faaseioesiria de crescimento. Os
parametros de crescimento avaliados foram: tempwedeimento exponencial (T), tempo
de geracédo (g) e numero de geracgdes (n) (tabélatbtaxa de crescimento (t) foi expressa

por unidade de absorbancia por hora de crescinexipimnencial.
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Tabela 5.5 - Parametros de crescimento para agrasille BRS em meio Postgate C
“modificado”, em pH 7,0, com variacdo na fonte @ebono das culturas mistas de BRS
provenientes da Lagoa do Gamba (LG), dos lodosektsres UASB (UASB) e de uma
drenagem acida de mina (DAM).

AMOStras Fonte de Tempo de f:rescimento Tempo de gerzilgéo Nﬂmerg de
carbono exponencial (horas) (horas/ geracao) geracoes
LGO1 Lactato 27 9,77 2,77
LGO1 Etanol 27 35,40 0,76
LG02 Lactato 24 9,60 2,50
LG02 Etanol 24 49,80 0,48
UASBO1 Lactato 32 35,32 0,90
UASBO01 Etanol 46 46,00 1,00
UASBO02 Lactato 32 26,29 1,22
UASBO02 Etanol 49 73,35 0,67
DAMO1 Lactato 27 33,00 0,818
DAMO1 Etanol 30 23,02 1,303
DAMO2 Lactato 31 21,26 0,047
DAMO2 Etanol 34 25,75 0,039

Os resultados dos parametros de crescimento exibenntervalos de tempo
necessarios para o desenvolvimento das culturaerizeas estudas. A partir desses
valores, podemos estimar o intervalo de tempo marenriguecimento das culturas
bacterianas e o volume de células produzidas durasse intervalo. O periodo de
crescimento exponencial varia entre as culturadebanas em fungcdo do substrato
orgéanico disponivel. O tempo de crescimento expdakma presenca de lactato como
fonte de energia € menor para a cultura LG02 (2d€)pseguida das culturas LGO1 (27

horas) e DAMO1 (27 horas). Quando o substrato acgafoi o etanol, o periodo de
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crescimento exponencial foi de 24 horas para aireultG02, 27 horas para LGO1 e 30
horas para DAMOL.

Contudo, os resultados de producgéo celular peligras avaliadas na presenca de
lactato ou etanol foram diferentes. Pelos parameateocrescimento das culturas de BRS
mostrados na tabela 5.5, a utilizacdo de lactatoocsubstrato organico apresentou, de
maneira geral, melhores resultados em relacdo awletAs culturas provenientes da
Lagoa do Gamba (LGO01 e LG02) apresentaram maialugém de células bacterianas com
valores de numero de geracOes de 2,77 e 2,50 sang de lactato. O crescimento em
etanol foi incapaz de promover a duplicacdo celtdéal da populacdo bacteriana das
culturas LGO01 e LG02. Além do numero de geracdemndise dos valores da taxa de
crescimento (em unidade de absorbancia/hora, flgd mostrou que as culturas de BRS
estudadas cresceram melhor na presenca de laotatbsubstrato orgéanico (0,103-LGO01;
0,104-LG02; 0,028-UASBO01; 0,038-UASB02; 0,018-DAMO0D,024-DAM02), com
excecdo das amostras provenientes da DAM cuja thxacrescimento foi baixa
independentemente da fonte de carbono. A degradagigica de lactato via reducao de
sulfato pode gerar energia celular em sua oxidag@ompleta e completa. No
metabolismo das BRS, o lactato € preferencialmdetgadado via respiracdo anaerobia
quando ha concentracfes elevadas de aceptoresttdengl neste caso o ion sulfato
(Hamilton, 1998). O ganho energético celular naugéd dissimilativa de sulfato € maior
na oxidacdo do lactato do que na degradacéo dmolef@or mol de sulfato reduzido
(Kaksonen, 2004). As equacdes abaixo exibem o garergético na degradacao

incompleta de lactato ou etanol via reducao desulf

2Lactato + S 2 HS + 2Acetato + 2HC@ + H* (5.1)
AG® =-159,6 Kj/mol de S¢¥

2Etanol + S@? > HS + 2Acetato + HO + H* (5.2)

AG® =-132,7 Kj/mol de S¢¥
Dessa forma, o maior crescimento das culturas d& Rudadas na presenca de lactato
pode estar relacionado com a maior disponibilidadergética desse substrato para a
célula. Contudo, apesar da degradacdo do etandtareem menor producdo de energia

celular, essa fonte de carbono pode promover oucomsbiolégico de concentracdes
consideraveis de sulfato presente no meio (Steicil, 1993).
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Figura 5.11 - Taxa de crescimento em meio Post@dtaodificado” em pH 7,0, variando
a fonte de carbono das culturas mistas de BRSadasetna Lagoa do Gamba (LG), dos
lodos dos reatores UASB (UASB) e da drenagem amdaina (DAM).

5.2 Definicao das condi¢Oes de cultivo

As culturas mistas de BRS cultivadas em meio Ptst@a “modificado” foram
inoculadas em diferentes meios de cultivo liquidostgate C “modificado”, Postgate C,
Postgate B e meio Minimo) em condicbes de pH ihitiaderadamente acido (5,5) e
neutro (7,0) e com diferentes fontes de carbondé&oas (etanol ou lactato). Tal
procedimento foi realizado visando selecionar umséacio microbiano adequado e um
meio de cultivo que promovesse uma alta remoca&ulfigo, que utilize fontes de carbono

de menor custo e que seja capaz de metabolizatselin condicdes moderadas de acidez.
5.2.1 Efeito da fonte de carbono e do pH inicial

O desenvolvimento de bactérias redutoras de sulfBRS) estd vinculado aos
substratos organicos disponiveis para o seu mé&aiml Para as culturas mistas de BRS
estudadas foram testados o etanol e o lactato dontes de elétrons e carbono. As
concentracdes iniciais de lactato e sulfato do@snée cultivo foram as mesmas descritas
originalmente para os meios. A concentracdo deokinitial foi estimada de acordo com
Nagpalet al (2000) para os meios Postgate C “modificado”tdgade C e Postgate B. Para
0 meio Minimo, a concentragdo inicial de etanol definida de acordo com Merdicio
(2007).
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As tabelas 5.6 e 5.7 apresentam os valores deumanabsoluto de sulfato e o
crescimento das culturas bacterianas cultivadasgonasro meios de cultura indicados
durante 55 horas, a 35, em pH 5,5 e 7,0. A partir dos resultados degerdimento
bacteriano, a cultura DAMO1 foi excluida dos ensaposteriores devido ao baixo

crescimento bacteriano e producédo de sulfeto.

Dentre os meios avaliados, o0 meio de cultura Rtst§ com lactato em pH 7,0
promoveu os melhores resultados de remocao bialdgge sulfato. As culturas LGO1,
LG02, UASBO1 e UASBO2 foram responsaveis pela rémate 2,0, 0,9, 1,1 e 1,9 §ide
sulfato, respectivamente, equivalentes a 69%, 2% e 56%. Este meio de cultura
apresentava uma razao DQO/sulfato de aproximadarBghtNa presenca de etanol como
fonte de carbono e elétrons e em pH neutro, o meioultura Postgate C “modificado”
promoveu 0s maiores resultados de remocdo biolddgcaulfato. As culturas LGO1 e
UASBO1 consumiram 0,7 gL (17%) e 1,2 gL* (26%) de sulfato, respectivamente. A
razdo DQO/sulfato nesse meio de cultura foi 1,3d.d0ordo com esses resultados, a
remocao bioldgica de sulfato e o crescimento bactemparecem ser favorecidos quando o
lactato esta disponivel como fonte de carbonoteoel&

A remocéo de sulfato em condi¢cdes moderadameittasdéiambém foi melhor com
o emprego do lactato como substrato organico. Nao nie cultivo Postgate C
“modificado” as culturas LG01, UASBO1 e DAM foranapazes de consumir 0,9 YL
(31%), 1,3 gL* (27%) e 1,8 gl (36%) de sulfato, respectivamente. Quando o etanol
utilizado como substrato organico em pH 5,5, aucalt. GO1 removeu 0,8 gL(61%) de
sulfato em meio Postgate B e as culturas UASBOASRO2 consumiram 0,7 gt(28%)
de sulfato em meio Minimo. O consumo absoluto d&atsupelas culturas avaliadas nos
meios de cultivo contendo lactato foi maior do quando as mesmas foram cultivadas em
etanol, tanto em pH 5,5 quanto em pH 7,0, durabt@édsas de cultivo. Johnson (1995)
relatou que a diversidade microbiana de bactéedistoras de sulfato em ambientes acidos
era alta e que BRS isoladas de drenagem acidardes fi)AM) foram capazes de reduzir
sulfato em condi¢cdes moderadamente 4cidas (pHoAPguando compostos organicos de
baixo peso molecular ou &lcool eram utilizados ceutustratos organicos.
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Tabela 5.6 - Remocéo biologica de sulfato e cremtimcelular dos cultivos mistos de BRS em dif@embeios de cultura contendo lactato
como fonte de carbono durante 55 horas de cultB® &.

Postgate C “modificado” Postgate C Postgate B Meio Minimo
) [SO] [SOs”] Nuamero [SOZ] [SO] Numero [SO] [SO#]  Numero [SO] [SO&]  Numero
Indculo total removido de total removido de total removido de total removido de
(L™ (L™ geracbes (gL™) (gL geracdes (gL (L™ geracdes (gL (L™ geracoes
pH 7,0 3,5 0,6 3,8 2,9 2,0 41 1,3 0,5 4.0 2,5 0,1 3,8
LGO1
pH 5,5 3,5 0,9 3,0 2,9 0,1 41 1,3 0,4 52 2,5 0,2 4.2
pH 7,0 3,3 0 1,6 3,5 0,9 3,7 1,3 0,7 5,7 2,5 0,5 4.4
LGO2
pH 5,5 3,2 0 1,9 3,5 0 4.4 1,2 0,3 51 2,2 0,3 4.1
pH 7,0 3,9 1,1 3,5 3,5 1,1 4.2 1,3 0,3 4.3 2,6 0,6 3,0
UASBO1
pH 5,5 3,9 1,3 3,3 3,5 0,7 3,9 1,4 0,4 6,0 2,7 0,9 4.7
pH 7,0 3,9 0,2 2,9 3,5 1,9 3,8 1,3 0 2,7 2,6 0 2,4
UASBO02
pH 5,5 3,9 0,1 3,3 3,5 1,3 4.0 1,3 0 3,5 2,6 0,1 2,0
pH 7,0 3,9 2,0 2,8 3,5 1,0 3,3 1,3 0,5 3,1 2,7 0,1 2,8
DAM
pH 5,5 3,9 1,8 3,2 3,5 1,3 3,1 1,3 0 50 2,5 0,2 4.1
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Tabela 5.7 - Remocéo bioldgica de sulfato e cremtimcelular dos cultivos mistos de BRS em difegmheios de cultura contendo etanol
como fonte de carbono durante 55 horas de cultB® &.

Postgate C “modificado” Postgate C Postgate B Meio Minimo

[SO2] [SOT . [SO] [SOZ] Namero [SO/4] [SO#] Namero [SOZ] [SO”]  Namero
Inéculo ; Ndmero de ; ; :
total removido total removido de total removido de total removido de

i . eracoes i i N i . - i _ -
(gL (gL gerag (L) (gL  geragbes (gL)  (gL")  geragbes (gL?)  (gL")  geracdes
pH7,0 35 0,7 3,3 2.8 05 2.0 1,3 0,5 46 25 0.1 1,1
LGO1
pH55 33 0,3 05 3,0 0,2 1.1 1,3 0,8 42 26 0,2 1,7
pH7,0 35 0 0,1 3.6 0 1,0 1,2 0,6 26 24 0,4 0.1
LG02
pH55 35 0 0.1 3.6 0 1,3 1,2 0,3 17 24 05 0,9
pH7,0 36 1,2 2.9 3.6 0.8 2.3 1,4 0,3 34 27 0,9 0,4
UASBO1
pH55 37 0,5 2.3 3.6 0,6 2.3 1,2 0,5 64 25 0,7 2.3
pH7,0 36 0 0,8 35 0 2.6 1,4 0,2 31 27 0,7 0,4
UASB02
pH55 36 0 0.1 35 0,3 1,4 1,3 0 40 27 0,7 2l
pH7,0 35 0,3 0,9 3.6 0.1 1,3 1,3 0,2 30 28 0 15
DAM
pH 5,5 35 0,3 2.8 3.6 0 2l 1,4 0 38 28 0,3 0,7
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Os valores de pH dos meios de cultura sofreramag@es durante o crescimento
bacteriano de acordo com o substrato organico mktado. As culturas cultivadas em
presenca de lactato, pH 7,0 durante 55 horas, nedogyeram alteracdo no valor de pH do
meio. Por outro lado, quando o pH inicial do me&ibd,5, houve aumento nos valores de
pH, atingindo-se valores proximos a 7,0, apos Fadde cultivo. As culturas inoculadas
com etanol como substrato organico ndo seguiranesimo comportamento das amostras
inoculadas em meio contendo lactato. Em condichesais neutras, os valores de pH
estavam entre 6,0 e 6,5 apos 55 horas de cultivo eanol. Mantendo-se 0 mesmo
substrato, porém em valores iniciais de pH 5,5¢cidea foi mantida, em alguns casos
valores minimos de pH igual a 4,5 foram observallmante o periodo de cultivo.

O desenvolvimento das culturas bacterianas mistas quatro meios de cultivo
testados foi quantificado a partir do crescimerdgpypacional, estimado pelo niumero de
geracoes (N), apds um intervalo de tempo de 55hé&ste periodo compreende as fases
lag e exponencial da curva tipica de crescimenttebiano. De acordo com as tabelas 5.6
e 5.7, todas as culturas bacterianas foram capl@zerescer nas condi¢cdes e nos meios de
cultivo estudados, ainda que algumas delas ndanendmovido o sulfato. O crescimento
bacteriano sem consumo de sulfato indicou a pralfieo de outros grupos de

microbianos.

Em termos gerais, o crescimento das culturas mamab foi maior em meio contendo
lactato como fonte de carbono e energia (tabela 5.68), mesmo nos meios de cultivo nos
quais sua concentracado foi menor que a do etamolt@bela 4.3). Utilizando-se meio
Postgate B, as culturas avaliadas obtiveram nuhergeracdes maior que 4, mesmo em
condicOes iniciais moderadamente acidas, salvoraguexcecbes. O meio Postgate C
também favoreceu o crescimento bacteriano, pogaitilb uma producdo superior a 3,5
geracoes bacterianas pelas culturas inoculadag mes®. A degradacdo bacteriana de
lactato no meio de cultivo produz varios intermad& entre eles hidrogénio, acetato,
etanol e propionato, que podem favorecer o desenwehto de bactérias redutoras de

sulfato, metanogénicas e acetoclasticas (Widdétenihg, 1982).

Por outro lado, o crescimento microbiano viaahelismo do etanol foi melhor
guando as culturas foram cultivadas em meio PastBatNesse meio de cultivo, a
proliferacdo celular foi muito superior quando camgama aos demais. O numero de

geracdes minimo produzido por essas culturas foR,8egeracbes em pH 7,0 e 1,7
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geracoes em pH 5,5 pela cultura LG02. As outraturad foram capazes de produzir
valores superiores a 3,0 geracdes. Os resultadoes@mento celular em meio de cultivo
Postgate C também foram interessantes. Todas asasukultivadas nesse meio foram
capazes de duplicar o namero inicial de célulasntervalo de 55 horas de cultivo, em
condi¢des &cidas e neutras. A acidez inicial dagsmde cultivo com etanol néo inibiu o

crescimento das culturas bacterianas.

Os resultados de crescimento das culturas cuéisszadh meio Postgate B em lactato
foram maiores que os valores exibidos pelos outmegs. Contudo, se analisarmos a
concentracdo de sulfato consumida pelas bacténman® o crescimento celular,
observaremos que os meios Postgate C “modificadRdstgate C apresentam os melhores
resultados de remocao de sulfato por numero de@esgroduzidas. Em meio Postgate C
“modificado” contendo lactato e pH 7,0, os maiaresultados de remocéao de sulfato por
namero de geracdes produzidas foram obtidos palagas DAM, UASBO1 e LGO1. Em
pH inicial 5,5, os melhores resultados foram ddsuras DAM, seguidos das culturas
UASBO1 e LGO1. Para o meio Postgate C contendattac em pH 7,0, os melhores
resultados foram observados para as culturas DAA§RO2 e LGO1. Quando o pH inicial
era acido, os maiores valores foram apresentadaspkura DAM, seguidos pela UASB
02 e UASBO1 (tabela 5.8).

A relacdo entre o consumo de sulfato e o cresconeatteriano com etanol como
fonte de energia apresentou valores menores, quenihparado ao lactato. Entre as
culturas que foram capazes de duplicar o niumeroétldas e metabolizar sulfato com
etanol como fonte de elétrons no periodo de 55shdeacultivo, a cultura UASBOL1 foi
responsavel por consumir 414 mglde sulfato por geracdo em meio Postgate C
“modificado” e 348 mgL* de sulfato por geracéo em meio Postgate C, enmigfeside pH

neutro.
5.2.2 Selecéo das culturas bacterianas

A selecéo das culturas bacterianas foi realizada lwase na eficiéncia de remocéo
de sulfato pelas culturas bacterianas estudadadiferantes meios de cultura durante 55
horas de cultivo. A figura 5.12 apresenta a efmgmelativa de remocdo de sulfato nos
meios de cultivo estudados pelas culturas avaliadas
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Tabela 5.8 - Remocao bioldgica de sulfato por nénter geracdes (mgLpor geracéo)
produzidas pelas culturas BRS em diferentes maazuliura contendo lactato como fonte
de carbono durante 55 horas de cultivo 9G35

InG o Pos'tgate C Postgate C Postgate B Meio Minimo
noéculo modificado L L L
(gL (mgL") (mgL") (mgL")
pH 7,0 157,8 487.8 125,0 26,3
LGO1
pH 5,0 300,0 24,4 76,9 47,6
pH 7,0 0 243,2 122,9 113,7
LG02
pH 5,0 0 0 58,8 73,2
pH 7,0 314,3 261,9 69,7 200,0
UASBO1
pH 5,0 393,9 179,5 66,7 191,5
pH 7,0 70,0 500,0 0 0
UASBO02
pH 5,0 33,3 325,0 0 50,0
pH 7,0 71,4 303,0 161,3 35,7
DAM
pH 5,0 562,5 393,9 0 48,8
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Figura 5.12 - Remocgéo de sulfato para as cultu@®ll LG02, UASBO01, UASB02 e DAM nos quatro meiodiura avaliados, variando a
fonte de carbono (lactato ou etanol) e o pH (7,6,6)L
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O meio de cultura Postgate B proporcionou os maieadores de eficiéncia de
remocéo de sulfato, entre os meios avaliados, gareulturas mistas estudadas tanto na
presenca de lactato quanto de etanol como substrgémico. Excecdo foram as culturas
UASB02 e DAM que néo apresentaram perfis satistadade remocao de sulfato neste
meio com etanol (menos de 10% de remocédo). O méaiard promoveu maior eficiéncia
de remocéo relativa de sulfato para as culturatebagas que os meios Postgate C e
Postgate C “modificado” (figura 5.12). Entretantpyando avaliamos a reducdo na
concentracdo de sulfato no meio (considerando-senaentracdo inicial do anion), os
meios Postgate C e Postgate C “modificado” propoariam condi¢des nutricionais mais
apropriadas para uma maior remocéo absoluta deteylélas culturas bacterianas, como

mostradas nas tabelas 5.6 e 5.7.

As culturas LGO1 e UASBO1 foram capazes de remsulato em todos oS meios
de cultivo, com os substratos organicos testadnasecondicdes de pH avaliadas. Em
algumas condicdes, os valores de remocdo de syfatessas culturas nos meios de
cultivo estudados ndo foram altos, contudo elaanfiocapazes de metabolizar sulfato em
todas as condi¢gbes. O maior valor de remocéo detsulentre as culturas avaliadas foi
observado para a cultura LGO1 em meio Postgatent laotato e pH 7,0 (2,0 gLde
sulfato, 69%). A cultura UASBO1 removeu 1,3'gtle sulfato (33%) em meio Postgate C
“modificado” contendo lactato e pH 5,5. Algumas tords apresentaram valores
satisfatorios de remocao de sulfato em condic@adas: a cultura LG02 removeu 0,7 gL
! de sulfato (54%) em meio Postgate B com lactat@lri,0; a cultura UASBO2 removeu
1,9 gL* de sulfato (56%) em meio Postgate C com lactat@len?,0; a cultura DAM foi
capaz de remover 1,3 glde sulfato (37%) em meio Postgate C com lactatplens,5 e
0,5 gL'* de sulfato (38%) em meio Postgate B com lactat@leri,0.

5.2.3 Selecéo do meio de cultivo

A partir dos resultados de remoc¢do biolégica ddagyl crescimento celular e
adaptacao as condi¢des consideradas, as cultulse GASBO1 foram selecionadas para
a continuidade dos estudos. Para definicdo do oeeicultura ideal (melhor crescimento
bacteriano associado a remocao bioldgica de shlfatorealizada uma nova série de
ensaios com essas culturas, em meios liquidos ®esR) e Postgate C, em pH 7,0 e
contendo lactato como substrato organico, com caraggio fixa de sulfato equivalente a
3,1 gL, durante 55 horas. O valor de DQO total inicidl de 11,57 gI* para o meio
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Postgate B e de 6,2 glpara o meio Postgate C. A concentracao inicigirdeipal fonte
de carbono (lactato) foi de 3,5 glpara o meio Postgate B e de 6,0 ghara o meio

Postgate C.

O meio de cultura Postgate C promoveu melhoredtaeleis de crescimento e remocao
de sulfato para as culturas LG01 e UASBO1 (figulap Os resultados para eficiéncia de
remocgéo de sulfato para a cultura LGO1 foram de @443%, em meios Postgate C e
Postgate B, respectivamente. Para a cultura UAS8@Ticiéncia de remocdo de sulfato
foi de 40% em meio Postgate C e 31% em meio PesBjaD crescimento, expresso em
namero de geracdes, para a cultura LGO1 foi de de62cbes em meio Postgate C e 3,19
geracoes em meio Postgate B. Para a cultura UASBOescimento foi de 3,22 geracdes
em meio Postgate C e 2,83 geracOes em Postgateeg&ad condicdes de cultivo,
empregando-se esses meios de cultura, o cresciraeamteemocao de sulfato da cultura

UASBO01 foram menores que agueles apresentadosuydtlea LGO1.

Eficiéncia de consumo de sulf: Crescimento bacterial
s
< 100 o g
2 3,
©
£ 80 1 8 4
E g ”
60 34
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9 40+ o 24 /
T y =
g 20 % V g1/ / /
IS S /
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LGO1 UASBO1 LGO1 UASBO1
Culturas Culturas
O Postgate (& Postgate B [ Postgate (& Postgate B

() (b)

Figura 5.13 - Cultivo das culturas LG0O1 e UASBO1 emios de cultura Postgate B e
Postgate C, com lactato como substrato organicopléni,0 e a 35C. (a) Eficiéncia de
remocao de sulfato e, (b) crescimento bacteriano.

Os valores de remocgéao de sulfato pelas culturdsll&SUASBO1 nessas condi¢des de
cultivo sédo maiores do que os valores descritaaspakesmas nos ensaios apresentados nos
itens 5.2.1 e 5.2.2. Nas condi¢des observadasteins 5.2.1 e 5.2.2, o meio Postgate C

apresentava razdo DQO/sulfato igual a 3,0, semdmacao absoluta de 2,0"§te sulfato
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pela cultura LGO1 e 1,1 gide sulfato pela cultura UASBO1. Quando o meioiatalfoi
Postgate B com razdo DQO/sulfato 12,1, as cultu@&l e UASBO1 removeram 0,5 gL

e 0,4 g de sulfato, respectivamente. Nessas condicées@entracdo inicial de sulfato
de 3,1 gr! nos meios de cultivo Postgate C e Postgate Boaltarrelacdo DQO/sulfato.
Em meio Postgate C a razdo DQO/sulfato foi 2,0, cemog&o absoluta de sulfato de
2,43 gL' e 1,63 gL' pelas culturas LGO1 e UASBO1, respectivamenterém Postgate
B, a razdo DQOY/sulfato foi 3,1, sendo a remocasuifato pela cultura LGO1 de 1,7 §e
pela cultura UASBO1 de 1,15 gL

O crescimento e a remocao de sulfato pelas culdeaBRS LG01 e UASBO1
parecem ser influenciados principalmente pela agragio inicial do substrato organico
disponivel no meio. O meio Postgate B apresentarmailor inicial de DQO e maior
variedade de nutrientes comparado ao meio Posija®rém, a concentracdo inicial de
lactato foi maior no meio Postgate C. Estes redaftandicam que a concentracao inicial
de DQO e a composicdo do substrato organico wiiZaram fatores importantes para o
crescimento e a remocéao de sulfato por culturaBRI8, nas condi¢cdes avaliadas. Choi e
Rim (1991) relataram um efeito negativo na ativeldeé remocao de sulfato por BRS em
razdo DQO/sulfato maior que 2,7 devido a competagdin Archaeametanogénicas por
hidrogénio e acetato. Martires$ al (2009) observaram que em concentracdes inidias f
de substrato organico (6,0 gLe sulfato (3,5 gL'), o lactato foi mais efetivo que etanol e
lactose na remocéo de sulfato por BRS em sistetetata.

5.3 Avaliacdo da remocéo bioldgica de sulfato em difenées condicBes

de cultivo

5.3.1 Remocdo bioldgica de sulfato em condicfes neutras

moderadamente acidas

A patrtir dos resultados prévios de avaliacdo désras e dos meios de cultivo, optou-
se por utilizar as culturas LG01 e UASBO1 por agmérem os melhores resultados de
remocado de sulfato e crescimento celular. O meistgate C foi selecionado por
apresentar composi¢cdo quimica mais simples, quaodgarado aos outros meios de
cultivo analisados, e por promover os maiores ealale reducdo biologica de sulfato. Os

cultivos foram realizados em diferentes fontesatbano e energia (lactato ou etanol), em
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valores iniciais de pH (5,5 ou 7,0) e com conce&divainicial de sulfato fixa. A razéo
DQO/SQ? foi igual a 1,0 nos ensaios com lactato e 2,0,6n8s ensaios com etanol. A
influéncia dessas condi¢cdes na remocéao biolégicsuttato e no crescimento bacteriano

foi observada ao longo do periodo de cultivo.
5.3.2 Crescimento da cultura mista LGO1

O efeito do pH sobre o crescimento das culturagasieGO1 foi determinante. As
culturas LGO1 apresentaram maior producéo celutapld 7,0 do que em pH 5,5, quando
utilizada uma mesma fonte de carbono e elétronsulfira LGO1, em pH inicial igual a
7,0, apresentou numero de geracdes igual a 5,Bx@BBcélulas/mL/hora) e 3,5
(16,1x16 células/mL/hora), em lactato e etanol, respectivaemeQuando a cultura foi
submetida a condic¢des acidas (pH 5,5), os resdtpd@ o numero de geragdes foram 2,9
(22,0x1G células/mL/hora) e 1,7 (0,58XA%lulas/mL/hora), em lactato e etanol,

respectivamente. A tabela 5.9 exibe os parameta@sascimento da cultura LGO1.

Tabela 5.9 - Parametros de crescimento para arguli@O0l em meio Postgate C em
valores de DQO/S§) igual a 1,0 para lactato e 3,6 para etanol, eeratites condicdes de
pH inicial.

Condicao de cultivo
(fonte de carbono e
elétrons/pH)

Taxa de crescimento Numero de Tempo de
(células/mL/hora) geracoes crescimento (min)

Lactato/pH=7,0 63,8x10 52 32h 12min
Etanol/pH=7,0 16,1x16 3,5 47h 34min
Lactato/pH=5,5 22,0xF0 2,9 57h 51min
Etanol/pH=5,5 0,58x10 1,7 55h 56min

O crescimento desta cultura de BRS em diferentéwesade pH sugere que a
condicdo de neutralidade favorece o crescimenttebaco e que estas culturas foram
tolerantes a condicbes moderadas de acidez. Pa@émipicdo de algumas espécies
bacterianas foi observada, devido aos menores emlao numero de geragdes
apresentados pelas culturas inoculadas em pH 5rBei@r crescimento das culturas de
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BRS em condicbes moderadamente 4cidas pode dsizionado a influéncia negativa do
pH na atividade protéica e enzimatica das bacté&dado tolerantes, principalmente nas
enzimas envolvidas na manutencao do potencial cebmama e da forca proton motiva da
célula (Gyureet al, 1990).

As variacOes de pH observadas durante os expeosmémtam diferentes quando
alteramos o substrato organico (lactato ou eta(f@ura 5.14). A cultura LGO1l na
presenca de lactato, em pH inicial igual a 7,0, tmanas condi¢cdes de neutralidade do
sistema. A mesma cultura, em pH inicial igual a, %¢b capaz de gerar alcalinidade e
promover a elevagdo do pH para valores proximo®aapos 24 horas de crescimento.
Estes valores foram mantidos até o fim do cult®ontudo, esta mesma cultura, crescendo
na presenca de etanol, apresentava comportameetsali Neste caso, em pH inicial igual
a 7,0, observou-se a diminuicdo no pH para valprésmos a 6,5, nas primeiras horas de
crescimento, mantendo estes valores até o finahdaio. Nos experimentos em que o pH
inicial foi igual a 5,5, a condicao acida se maataté o fim do cultivo, o pH nao se alterou

e nao foi observado geracao de alcalinidade.

8,0

7,5

7,0

pH

6,5
6,0
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—#— Lactato pH=7,0—¢— Lactato pH=5,5—@— Etanol pH=7,0—A— Etanol pH=5,5

Figura 5.14 - Variacdo do pH nas culturas LGO1 dfarehtes substratos organicos
(lactato ou etanol) durante 216 horas de cultiad3& C.
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A utilizacdo de lactato ou etanol como doadoresimiops de elétrons durante o
metabolismo dissimilativo do sulfato influencioupbl do meio ao longo do periodo de
cultivo. A atividade metabdlica de BRS na oxidagho lactato e reducdo de sulfato
geraram ions bicarbonato e sulfeto, produzinddialdade no meio proporcionalmente ao
consumo de lactato e sulfato (Liamleam e Annackha®07). Segundo Kaksonehal
(2004), o lactato pode ser usado como substratanmg para BRS em reatores para
tratamento de efluentes ligeiramente acidos. Elébtal. (1998) observaram que em pH
3,25 e com lactato como substrato organico havwaocéo de 38,3% de sulfato do
influente e aumento do pH do meio para 5,82, enores continuos de fluxo ascendente
inoculados com BRS. O metabolismo do etanol por BRlBencia o pH do meio de
acordo com os compostos produzidos pela respirdg&ulfato. A oxidacdo completa de
etanol a C@por BRS via reducéo de sulfato gera alcalinidamleneio. A sua degradacéo
incompleta por esses microrganismos produz acidticace sulfeto de hidrogénio. O
acumulo de acetato no sistema altera as condigd@didpara valores levemente acidos.
Mizuno et al (1998), observaram a formacédo de uma fase acitzgyépH 5,8-6,1) e

remocao de sulfato (90%) pela atividade de BRSistensa batelada com etanol.

A Figura 5.15 apresenta a cinética de remocéo lfetspela atividade bacteriana,
ao longo do periodo de cultivo. Observou-se quai@mmeducéo do sulfato ocorreu antes
das primeiras 50 horas de ensaio, ou seja, dusafase exponencial de crescimento (ver
valores de tempo de crescimento, tabela 5.5), endeplicagdo das bactérias € mais

intensa.
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Figura 5.15 - Influéncia da fonte de carbono e darpcial na remocéo de sulfato durante
o cultivo da amostra LGO1: (a) lactato, pH 7,0% &) etanol, pH 7,0 e 5,5. Concentracao

inicial de sulfato de 3000 m@i.a 38 C e em razdo DQO/sulfato igual a 1,0 para lactato e
3,6 para etanol.
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O pH é um fator relevante na reducéo biolégicaudiat®. Valores de pH abaixo de
6,0 e acima de 9,0 tem sido relatado como inibglgrara a biorredugdo de sulfato
(Widdel, 1988). Tal fato pode ser confirmado pelieslos apresentados na figura 5.15.
Observou-se que as amostras que foram cultivadaphmeutro (7,0) apresentaram
maiores valores de eficiéncia de remocdo de sulfRdoa a cultura LGO1 cultivada em
lactato, a eficiéncia de remocéo foi de 71%, (10@QL" de sulfato na solucdo residual)
enquanto, para o cultivo em etanol, obteve-se uficiércia de 50% (1500 mgL de
sulfato na solucdo residual). Quando as culturasnfoinoculadas em pH inicial
moderadamente acido (5,5), observou-se uma quedtvidades das BRS, expressa pelos
menores valores de eficiéncia de remoc&o de sulftmé, 43% (1651 mgkde sulfato
residual) para o cultivo em lactato e 16% (2409 thde sulfato residual) em etanol. Os
experimentos realizados por Cabal (2008) mostraram que a razdo DQO/S® o pH
inicial foram importantes parametros na atividade BRS. Em seus estudos, os autores
obtiveram melhores taxas de remocéo de sulfatorpaém DQO/SE de 3,0 e pH inicial

aproximadamente 7,0, na presenca de lactato.

Os resultados apresentados pela cultura mista L@i@dra 5.15), em meio de
cultivo contendo lactato, confirmou a qualidadesdesubstrato como fonte de carbono e
elétrons no cultivo de BRS e na reducéo de su({téaisonenret al, 2004). Contudo, uma
eficiéncia de 50% na remocao de sulfato foi obskErveela cultura LGO1, em pH 7,0,
tendo o etanol como fonte de carbono e elétrongilizacao desse substrato organico para
alimentacdo de reatores em sistema continuo, ermlaestdustrial, pode promover
consideravel reducdo no custo do tratamento dcoeriu A utilizacdo de substratos
organicos menos eficientes energeticamente para@id8 ser suprida pelo aumento da
razdo DQO/sulfato no meio (Velasebal, 2008). Contudo, quando a remogéao de sulfato é
realizada por comunidades bacterianas mistas, eroma concentracdo do substrato e a
diminuicdo da disponibilidade de aceptores de @iétrpodem favorecer a atividade
metabdlica de microrganismos fermentativos acidogdn e metanogénicos,

comprometendo a eficiéncia do sistema (Weinal, 2008).
5.3.3 Crescimento da cultura mista UASBO1

A cultura mista UASBO1 foi inoculada em meio Pottg&@ seguindo a mesma
metodologia utilizada para a cultura LGO1. Poréos ensaios conduzidos com etanol, a

concentracéo deste composto foi reduzida para epademente 4,0 gt, a fim de obter
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uma razdo DQO/SE de aproximadamente 2,0. O cultivo em razdo DQ@&tsumenor

favorece a proliferacédo de espécies de BRS prespateultura LGO1.

A tabela 5.10 apresenta os parametros de crescndantultura mista UASBO1.
Observou-se que o comportamento da cultura UASBOIldmelhante ao obtido pela
cultura LGO1, nos ensaios para avaliar a capacidadeducdo de sulfato em condi¢des
neutras e moderadamente acidas. As culturas gam faultivadas em lactato apresentaram
melhores resultados de crescimento em condicOgsHdeeutro (7,0) e levemente &cido
(5,5), com valores de taxa de crescimento de 28°el/mL/h e 90,4x10cel/mL/h, e

namero de geracdes iguais a 5,3 e 3,7, respectntame

Tabela 5.10 - Parametros de crescimento para araude UASB0O1 em meio Postgate C
em valores de DQO/S® igual a 1,0 para lactato e 2,0 para etanol, eraralites
condicdes de pH inicial.

Taxa de

Condicao de cultivo :
crescimento

Numero de  Tempo de crescimento

(fonte de carbono/pH) (células/mL/hora) geracoes (min)
Lactato/ pH=7,0 23,4 x 10 5,3 27h 17min
Etanol/ pH=7,0 15,3 x 16 3,6 A7h 11min
Lactato/ pH=5,5 90,4 x %0 3,7 26h 35min
Etanol/ pH=5,5 0,95 x f0 4,0 42h 07min

Observou-se que o tempo de crescimento para agasiltultivadas em etanol foi
bem maior quando comparado ao crescimento emda&tatultura UASBO1, em pH 7,0,
apresentou maior taxa de crescimento (15,3z4mL/h) em relacdo a amostra submetida
a condi¢cdes acidas (pH 5,5) quando o etanol fdizatio como fonte de carbono
(0,95x1G cel/mL/h). Como observado nos ensaios com a cultl@®l, em meio
levemente acido e utilizando etanol como fonte mlergia, a atividade das BRS néo foi
favorecida. O tempo de crescimento expressa oigresto exponencial da cultura, ou
seja, 0 tempo necessario para atingir o numeromuaglie celulas durante o crescimento.
Observou-se que o tempo de crescimento das cultlA&B01 cultivadas em etanol foi

bem superior ao das culturas que utilizaram lactatoo substrato. A oxidagéo do etanol
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no metabolismo das BRS promove menor producdo @egi@npor mol de sulfato
reduzido, quando comparado ao lactato (Kakseteh, 2006).

A variacdo do pH nos sistemas contendo a cultur8RA esta exibido na figura
5.16. Observou-se, nas primeiras horas de crestndancultura cultivada com lactato em
pH neutro, uma diminuicdo no valor do pH, para gpnadamente 6,2, provavelmente
devido a atividade de bactérias fermentativas géidicas. Em seguida, o pH estabilizou-
se na faixa de neutralidade, entre 7,0 e 7,5, dstraomdo atividade de BRS e, portanto,
geracdo de alcalinidade. Porém, quando o etanaitifitado como fonte de carbono e
elétrons houve diminuicdo nos valores de pH, quandaltura foi cultivada em pH inicial
neutro (pH 7,0). Em condicdes iniciais &cidas (pb),5com etanol, o pH estabilizou-se no
valor 6,0, ndo tendo sido detectada a producadcdéradade decorrente da degradacéo do

etanol, conforme ja descrito por Kaksoratral. (2003).
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Figura 5.16 - Variacdo do pH nas culturas UASBO1 déferentes substratos organicos
(lactato ou etanol) durante 216 horas de culti@s°cC.

Pelos resultados exibidos na figura 5.17, obseseouue as culturas UASBO1
cultivadas no mesmo substrato apresentaram uml anfnelhante na reducdo das
concentracdes do sulfato. Para as culturas inoasiladm lactato, em pH inicial 7,0, a
remocdo absoluta do sulfato foi de aproximadamdm@0 mgl?, ou seja, 55% de
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remocdo (1227 mgt de sulfato residual). Essa mesma cultura, em pkiain5,5,
apresentou remocao absoluta de sulfato de 1660'f&1%) e a concentracao residual de
sulfato no meio foi de 1158 mgLA similaridade entre os valores de remocéo diatsul
pelas culturas UASBO1 em diferentes valores denptiial em meio contendo lactato pode
estar relacionado com a geracgao de alcalinidadeaffoximadamente 48 horas de cultivo
da cultura UASBO1, o pH inicial 5,5 foi alteradagaalores proximos a 7,0. A geracéo de
alcalinidade esta relacionada com a oxidacdo bacterdo lactato a partir da reducéo
dissimilativa do sulfato (Liamleam e Annachhat@)?). Para as culturas que utilizaram o
etanol como substrato, a remoc&o de sulfato faimteximadamente 700 mgL(25% de
remocao) em pH 5,5 e 7,0. Estes baixos valoresfidéreia de remocao obtidos pela
cultura UASBO1 corroboram com os resultados anmesigFigura 5.12 — Meio Postgate
C), onde o crescimento e a reducdo de sulfatowdagas mistas de BRS utilizando etanol

como fonte de elétrons e carbono néo foram favdosci
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Figura 5.17 - Influéncia da fonte de carbono e Harpcial na remocéo de sulfato durante
cultivo da amostra UASBO1: (a) lactato, pH 7,0 &; 5b) etanol, pH 7,0 e 5,5.
Concentracéo inicial de sulfato de 3000 mMga 35 C e em razdo DQO/sulfato igual a 1,0
para lactato e 2,0 para etanol.
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5.4 Remocao bioldgica de sulfato em razdo DQO/sulfatedrica 6tima

As culturas mistas LG0O1 e UASBO1 foram avaliadaantpy & remocgé&o biolégica de
sulfato em meio Postgate C em condi¢cdes neutrdanto lactato ou etanol como
substratos organicos, a uma razdo DQO/sulfato igupb7. Essa é a razdo DQO/sulfato
tedrica considerada ideal, porque nessa conceatrégdo o substrato organico €
metabolizado pela célula a diéxido de carbono e@ucdo dissimilativa de sulfato, de

acordo com a equacéao 5.3:
2CH0 + SQ% 2 H,S + 2HCQ (5.3)

A figura 5.18 exibe as cinéticas de remocao dexguffelas culturas LG01 e UASBO1 em

diferentes substratos organicos em razao DQO/e W&l .
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cultura UASBO1.

72



Os resultados de remocdo de sulfato pelas culluakl e UASBOL1 na razéo
DQO/sulfato 0,67 foram muito abaixo do consumouwdfa® esperado. A cultura LGO1 foi
responsavel pelo consumo de 608 fhgle sulfato (21%) em lactato e 494 rifgte
sulfato (17%) em etanol. A cultura UASBO1l apresent@sultados ainda menos
satisfatorios, sendo responséavel pela remocéo @englt* de sulfato (10%) em lactato e
150 mgL* de sulfato (5%) em etanol. O crescimento das @dtbacterianas também n&o
foi favorecido nessa razdo DQO/sulfato. O numerocélelas produzidas pela cultura
LGO1 em lactato foi de 1,2x16élulas/mL e em etanol a producdo celular foi de
1,8x10 células/mL. A cultura UASBO1 produziu 1,7Xt@lulas/mL em lactato e

7.5x10d células/mL em etanol.

O baixo consumo de sulfato pelas culturas avalim@asazdo DQO/sulfato 0,67
pode estar relacionado com o metabolismo incompletosubstratos organicos. Madigan
et al. (2004) descreveram um grupo de BRS capaz deroxidampletamente substratos
organicos de baixo peso molecular, como lactatarmog no metabolismo dissimilativo de
sulfato. Dessa forma, apenas parte do sulfato digpb é utilizado como aceptor de
elétrons na respiracdo anaerbbia, havendo prodded@cetato como intermediario
metabolico. Oluwaseuat al. (2009) observaram que a remocdo de sulfato p@ BR
menor em razdo DQO/sulfato 1,0, quando comparadareades DQO/sulfato maiores,
tendo o lactato como substrato organico. Velascal (2008) mostraram que, na razéo
DQO/Sulfato 0,67 com etanol como substrato orgaracemocao de sulfato foi de 38%
(570 mgL* de sulfato) em reator UASB, com actimulo de acetatoeator. Kaksoneet
al. (2004) obtiveram resultados melhores de remoegadsutfato (60% de remoc&o) nessa
razdo DQO/sulfato com etanol, em concentracdoaini® sulfato de 2000 mgl. com
culturas de BRS capazes de oxidar completamenteletaCQ.

Os valores de crescimento bacteriano das cultu@®lLe UASBO1l nessas
condicfes indicam uma importante influéncia do sabs organico na producao celular.
As culturas LGO1 e UASBO1 apresentaram maioresesilde remocéo de sulfato quando
cultivadas em lactato que em etanol, contudo o ndinde células produzidas pelas
culturas nesses substratos organicos foi simgao kugere o desenvolvimento de outros
grupos microbianos além das BRS. Nas condi¢cOesiltieccproposta e com etanol como
fonte de energia e carbono, bactérias metanogépa@dasm competir por esse substrato
com BRS. Espécies de bactérias metanogénicas g@zesade fermentar etanol em

metano nos processos de producdo de energia ceBdaink (1997) descreveu varios
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géneros de metanogénicas capazes de competir cBRSpor etanol como substrato em
condi¢des anaerbbias. Quando o lactato esta disgdarm meio, o crescimento de BRS é
favorecido porque bactérias metanogénicas naozartili esse substrato durante seu
metabolismo. Ha competicdo entre BRS e bactériatanogénicas pelos produtos

intermediarios do metabolismo do lactato como aseta} (Oremland e Polcin, 1982).

5.5 Cinética de remocéao bioldgica de sulfato em diferées razdes
DQO/sulfato

A cultura mista LGO1 foi submetida a variadas raZB€0O/sulfato a fim de selecionar
uma condicéo ideal para o crescimento e o conswarsulfiato. Essa cultura foi cultivada
em meio Postgate C (Cabreznal, 2006), em pH 7,0, utilizando-se lactato nas eaz0
DQO/sulfato iguais a 0,67, 1,1, 1,5 e 2,0; e etacmin razdes DQO/sulfato de 0,67, 1,6,
2,0 e 3,6. As metodologias de inoculagcéo e cultoram as mesmas descritas no item
anterior. A cultura LGO1 foi selecionada para essesaios por apresentar melhores
resultados de remocé&o de sulfato dentre as culwedmdas e nas condi¢cdes estudadas.

5.5.1 Cinética de remocéo bioldgica de sulfato utilizandactato como
substrato organico

Os valores de remocao de sulfato pela cultura L&0d lactato em diferentes razdes
DQO/sulfato estdo descritos na figura 5.19. Dedaom os resultados apresentados na
figura 5.19, a concentracdo de lactato disponigaheio foi fundamental para a remocao
biolégica de sulfato. A diminuigcdo na concentragacsulfato residual com o aumento da
razdo DQO/sulfato (tabela 5.11) sugere a atividhméogica predominante de BRS

acetogénicas, incapazes de degradar lactato camaete a C®
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Figura 5.19 - Efeitos da razdo DQO/sulfato no comsuwia sulfato e no crescimento
bacteriano da cultura LG1 em sistema batelada coim Rastgate C contendo lactato a
35°C. (a) Consumo bioldgico de sulfato e, (b) cresaimebacteriano. Simbolos: raz&do
DQO/sulfato () 0,67, ¢) 1,1, ©) 1,5 e Q) 2,0.

75



Tabela 5.11 - Eficiéncia de remocao absoluta diatsué taxa de crescimento da cultura
LG01 em meio contendo lactato em diferentes raBdgd/sulfato.

~ ~ Taxa de Taxa de
Concentracdo de Concentracao de ~ )

: . remocao de crescimento
DQO/sulfato  sulfato removido  sulfato residual i L- A1l B

(mgL™) (mglL™) su altto_ (mg (celu as.m

/dia) /dia)

0,67 608 2290 60,8 28,7 x 10
1,1 1946 792 278 15,3 x 10
1,5 1391 807 174 12.4 x 10
2,0 2986 73 271 78,6 x 10

O aumento na razdo DQO/sulfato influenciou a remdgi@logica de sulfato pela
cultura LGO1 com lactato como principal fonte dergra e carbono. Nos valores de
DQO/sulfato igual a 0,67, a cultura LGO1 apresemsumenores resultados de remocao
de sulfato (608 mgt) e de producédo de biomassa bacteriana (28°®él0las.mLY/dia).

A alta concentracéo de sulfato residual (2290 Mglessa condicéo indica o predominio
de espécies de BRS incapazes de metabolizar otolactempletamente a GOna

respiracdo anaerobia do sulfato. A selecdo despésies de BRS na cultura LGO1 pode
ter ocorrido devido aos repigues sucessivos, aass (s culturas foram submetidas
previamente, utilizando-se meio de cultivo contetalttato como principal substrato

organico.

O consumo biolégico de sulfato aumentou propordinaate ao aumento da relacao
lactato/sulfato inicial. Em razdo DQO/sulfato 1,1,8, os valores de remogéao absoluta de
sulfato foram de 1946 mgL(71%) e 1391 mgt (63%), respectivamente. Os maiores
valores de consumo de sulfato e crescimento banterda cultura LGO1 foram
observados em razdo DQO/sulfato igual a 2,0. Nems@o, a concentragdo de sulfato
removido foi de 2986 mgt (98%), a concentracéo residual de sulfato foizlengL' e a

taxa de crescimento igual a 78,6%t6lsmLd™.

A remocao quase completa de sulfato em razdo D@eaus2,0 reforca a tendéncia
de reducéo dissimilativa de sulfato via oxidacammpleta de lactato pelas espécies de

BRS presentes na cultura LGO1. Segundo a equadam®.oxidacdo incompleta do
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lactato, 2 moles de lactato (180 g) sdo necessaai@sa reducdo bioldgica de um mol de
sulfato (96 g), com producao de 2 moles de acetatmol de sulfeto.

2CH;CHOHCOOH + S@ = 2CH,COOH + 2HCQ + H,S (5.4)

Nessa condic&o, a concentracéo de lactato foitdgl6, com DQO tedrica igual a 6,32 g

de QL™ e a concentracdo inicial de sulfato igual a 3)08. gessa forma, a concentracéo
de lactato disponivel favoreceu a transferénciaelégons na célula para reducdo de
quase todo o sulfato disponivel no meio. Wah@l (2008) observaram a remocéo de
96,4% de sulfato em sistema batelada por cultustantie BRS em razdo DQO/sulfato
1,6. El Bayoumyet al (1999) sugeriram que uma razdo DQO/sulfato eénfe 2,25 era

o bastante para conseguir uma alta eficiéncia m@g@&o de sulfato quando o lactato ou

acetato eram utilizados como fonte de carbonoteakk

A figura 5.20 exibe as concentracbes dos metalsobrganicos intermediarios
gerados a partir do consumo do lactato pela cult@@l. Foram realizadas analises dos
possiveis acidos organicos (férmico, acético, @mapb, butirico, isobutirico, valérico,
isovalérico,) formados ao longo da decomposicadolattato. Os acidos organicos
detectados foram o &cido isobutirico (100 fMiglo acido butirico (60 mgt) e o acido
acético (1800 mgt). A auséncia de &cido propidnico nas analisesandiauséncia de
fermentacdo do lactato por bactérias fermentatstagerindo que nessa concentracéo de

sulfato a proliferacéo de espécies de BRS saodaidas na cultura.
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Figura 5.20 - Variacdo da concentracdo de &cidgénizos durante a degradacdo de
lactato e reducéo de sulfato por BRS em razdo DQ§7/3,0 e a 35C pela cultura LGO1.

Alta concentracdo de &cido acético foi observadame de cultivo ao longo do
experimento. O aumento na concentracdo de acetaentd o consumo de sulfato
confirma a hipotese que o lactato disponivel foidado incompletamente a acetato
durante a reducao dissimilativa de sulfato pelpg@ss de BRS da cultura LGO1. Além
disso, o0 acumulo de acetato no meio indica a predormnia de espécies de BRS
acetogénicas. De acordo com a figura 5.20, o perdsl maior producédo de acetato
coincide com o periodo de maior consumo de sulfatodavia, considerando a
estequiometria de reacado, a oxidacdo de todo attadb meio de cultivo a acetato via
reducdo de sulfato produziria 4,0 e acetato, ou seja, o dobro do valor quantificado
Provavelmente, parte desse acetato produzido fiizagta como fonte de energia e
carbono por outros grupos microbianos (por exempdactérias metanogénicas)
possivelmente presentes na cultura LGO1 (Mclneatat, 2008). A figura 5.19b exibe
um segundo pico de crescimento para a cultura Ll€a®@tazdo DQO/sulfato 2,0, entre o
periodo de 210 — 240 horas de cultivo. A alta fedicdo celular nesse intervalo de
tempo ndo é promovida pela respiracdo anaerobrgulfiato, devido a estabilizacdo no

consumo desse anion, como observado na figura .5E8#es resultados fortalecem a
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hipotese relacionada com a presenca de bactéesschsticas ndo redutoras de sulfato

na cultura LGO1.

5.5.2 Cinética de remocéao bioldgica de sulfato utilizandse etanol como
substrato organico
A figura 5.21 exibe o efeito das diferentes razD€¥O/sulfato na concentracdo de
sulfato e no crescimento bacteriano da cultura LGf etanol como substrato organico.
Estes resultados indicam que o aumento da razao/$d@&o favoreceu a remocao

biologica de sulfato e a producdo de biomassa darauLGO1 quando o etanol é

utilizado como fonte de energia.
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Figura 5.21 - Efeitos da razdo DQO/sulfato no comsuwda sulfato e no crescimento
bacteriano da cultura LG1 em sistema batelada ermn Pestgate C contendo etanol a
35°C. (a) Consumo bioldgico de sulfato e, (b) cresaimebacteriano. Simbolos: raz&do
DQO/sulfato () 0,67, ¢) 1,6, ©) 2,0 e A) 3,6.
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O consumo de sulfato e o crescimento bacteriammuliara LGO1 foram favorecidos
de acordo com 0 aumento na razdo DQO/sulfato reepga de etanol (tabela 5.12). Em
razdo DQO/sulfato igual a 0,67, a remocéo absoletsulfato foi de 384 mgt(13%) e a
taxa de crescimento 22,2X1¢els.mL’d*. Essa é a razdo estequiométrica teérica para
oxidagdo completa do etanol a £@a redugédo bacteriana do sulfato. Quando a razao
DQO/sulfato aumentou para 3,6, a concentracdo Ketsuemovido foi de 1442 mgt
(50%) e a taxa de crescimento igual a 38,6x&s.ml*d™. A baixa remocéo de sulfato
pela cultura LGO1 pode estar relacionada com aepgasde BRS capazes de oxidar
incompletamente o etanol a acetato ou com a cogdpetnterespecifica entre BRS e
outros grupos bacterianos que metabolizam etanaultvo de consoércios bacterianos
em condicbes anaerObias com etanol favorece o ddsenento de bactérias
acidogénicas fermentativas, BRS e metanogénicat@ueyet al, 2008). A complexa
relacdo entre esses grupos microbianos dificultastabelecimento de uma razéo
DQO/sulfato padréo para uma completa remocao headde sulfato quando etanol esta
disponivel como Unico substrato organico. Velascal (2008) obtiveram remocéo de
sulfato de 94% (1410 mgi) em uma razdo DQO/sulfato igual a 2,5, Wahgl (2008)
observaram a remogéao de 99,6% de sulfato em sidiatalada com concentracéo inicial
de 742 mgL* de sulfato em razdo DQO/sulfato 5,6 e Hirasawal (2008) observaram
que em razdo DQO/sulfato 3,0, a remocao de suftatade 92%, com concentracdo

inicial de 370 mgL*, em reator UASB, com etanol como fonte de eléteooarbono.
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Tabela 5.12 - Eficiéncia de remocéo absoluta diatsué taxa de crescimento da cultura
LG01 em meio contendo etanol em diferentes raz&gd/Bulfato.

~ ~ Taxa de Taxa de
Concentracdo de  Concentragao de remocao de crescimento
DQO/Sulfato  sulfato removido sulfato residual i & L- A1l B
(mgL™) (mgL™) su altto_ (mg (celu as.m
/dia) /dia)
0,67 384 2716 38,4 22,2 x 10
1,6 638 1746 91,1 40,2 x 10
2,0 1038 2007 115,3 35,2x40
3,6 1442 1450 206 38,6 x 10

A analise dos metabdlitos organicos intermediadosmetabolismo do etanol pela
cultura LGO1 em razdo DQO/sulfato 2,0 revelou apenpresenca de acetato. Todavia, a
concentracdo maxima de acetato detectada foi deag®5,3 mgt. Apés 200 horas de
cultivo, todo o acetato produzido foi consumidoagebactérias presentes na cultura
LGO1. De acordo com a figura 5.21a, observou-seeda@ na concentracao de sulfato no
periodo entre 120 — 210 horas de cultivo. Nessviako, o etanol disponivel e 0 acetato
produzido parecem ser 0s substratos organicosadds no metabolismo dissimilativo do
sulfato pelas BRS da cultura LGO1. Contudo, a badmocdo de sulfato pela cultura
LGO1 em meio contendo etanol indicou a presenceodgeticdo entre BRS, bactérias
metanogénicas e fermentativas acetogénicas. Ang@skesses grupos bacterianos pode
ser estimada pela proliferacdo de células, indegpgrd ao consumo de sulfato, ao longo
do cultivo. O crescimento de outros grupos de biast@naerdbias em cultivo misto com
BRS em meio contendo etanol foi descrito por ouaiateres. Schink (1997) observou a
prevaléncia de bactérias metanogénicas sobre BRfdquculturas mistas foram
cultivadas em condi¢cdes anaerObias em meio contetaool. Lenset al (1998)
relataram que a oxidacdo de acetato a @O culturas mistas de BRS estava associada
principalmente a atividade de bactérias metanogénimesmo em baixos valores de

razao DQO/sulfato.
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5.6 Crescimento de BRS em meios contendo metais

5.6.1 Selecéo de culturas de BRS tolerantes a metais

As culturas LGO01, LG02, UASB01 e UASBO02 foram inlaclas em meio de cultivo
Postgate C “modificado” em presenca dos metaisehigqpobre e manganés. Solucdes
padrdo de sulfato de niquel (Ni§Ocobre (CuS¢) e manganés (MnSpforam usadas
para obter a concentracdo dos cations avaliadgs) Ni20 mgL*, Cu(ll) — 10 mgL* e
Mn(ll) — 10 mgL™. O crescimento e a producdo de sulfeto dessagasiforam avaliados
em diferentes condi¢des (substrato organico e pthi)) durante o periodo de sete dias. O
meio Postgate C “modificado” foi utilizado no cutii dessas culturas em presenca de
metais. Esse meio de cultura foi empregado comssacgor Cheung e Gu (2003) para
enriguecer e isolar consorcios de BRS presenteseeimentos contaminados com metais
pesados. A presenca do quelante EDTA (acido etlianmonotetraacético) no meio de
cultura garante a manutencao da solubilidade dasisneiquel, cobre e manganés em pH
neutro, permitindo o contato entre os microrgansnefou seus metabolitos com o
complexo EDTA-metal. O quelante EDTA também foi eagado nos experimentos
realizados em pH 5,5, para evitar possiveis erxgerementais e a influéncia desse
composto no desenvolvimento de BRS. Os inoculogg@eridos foram filtrados em
membrana Milipore (didmetro do poro de 0,45 pumawadlos com solucdo salina estéril
para evitar a interferéncia de sulfeto de hidrogi@mioveniente do indculo enriquecido, na
precipitacdo e consequente diminuicdo da conceémragcial dos metais nos meios de
cultura. Os resultados de crescimento e produc&aléeEo por BRS estdo apresentados na
tabela 5.13.
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Tabela 5.13 - Crescimento de culturas de BRS nsepga de metais pesados (20 thgL
niquel, 10 mgL* cobre e 10 mgl manganés) em diferentes substratos organicos e pH.

Crescimentc Bacterianc

Amostra SUb§ trato pH Presenca de metais Auséncia de metais

organico pesados pesados (controle)
LGO1 Lactato 7,0 + +
LGO1 Lactato 5,5 - +
LGO1 Etanol 7,0 + +
LGO1 Etanol 55 - +
LGO02 Lactato 7,0 + +
LGO2 Lactato 5,5 - +
LGO02 Etanol 7,0 + +
LGO02 Etanol 55 + +
UASBO1 Lactato 7,0 + +
UASBO1 Lactato 5,5 + +
UASBO01 Etanol 7,0 + +
UASBO1 Etanol 55 - +
UASBO02 Lactato 7,0 + +
UASBO02 Lactato 5,5 - +
UASBO02 Etanol 7,0 + +
UASB02 Etanol 55 - +

(+) — Crescimento bacteriano com formagéao de sulégtoso.

(-) — Crescimento bacteriano sem formacao de sifetoso.

Os resultados de crescimento bacteriano e produgosulfeto das culturas
provenientes da Lagoa do Gamba (LGOl1 e LG02) erdasres UASB (UASBO1 e
UASBO02) na presenca de metais apresentados na i€ mostraram a capacidade das
espécies presentes nessas culturas tolerarem esntagdes de metais avaliadas. Além

disso, a técnica de inoculagéo por filtracdo em brama pereceu ser viavel para o cultivo
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de BRS em meios de cultura contendo metais peskdea.técnica também foi utilizada
por Cabrereet al (2006) no cultivo de espécies de BRS em presdageoncentracées
variadas de metais pesados. Em condicbes moderata@edas (pH 5,5), apenas as
culturas LG02 (etanol) e a cultura UASBO1 (lactdtyam capazes de crescer e consumir
sulfato. Todas as culturas controles cresceramnsucoiram sulfato, indicando que as
condi¢des de cultivo e a inoculagdo em membrarenfdeécnicas viaveis para avaliar a
influéncia dos metais Ni, Cu e Mn no metabolismosdtiato por BRS. Esses resultados
indicam a possibilidade de utilizar culturas de BB&a remover sulfato e metais

dissolvidos em meio de cultura em sistema batelada.
5.6.2.Remocao de sulfato e precipitacdo de metais pesaqus BRS

De acordo com os resultados exibidos de crescomemiroducdo de sulfeto pelas
culturas de BRS na presenca de metais, foram adakzensaios para avaliar a eficiéncia
de remocao de sulfato, o crescimento bacterianc@neentracdo de metais dissolvidos
remanescentes no meio apos o periodo de cultivaultdra mista LGO1 foi selecionada
por apresentar os melhores resultados de remoc&ulf#do e crescimento bacteriano
dentre as culturas estudadas, além de tolerarsamya de metais dissolvidos. O meio de
cultura selecionado foi 0 meio Postgate C (Caleted, 2006), contendo lactato ou etanol
em razdo DQO/sulfato 2,0, em pH 7,0, nas seguatiesentracdes de metais: cobre - 10 e
25 mgL!, manganés — 10 e 25 mfle niquel — 20 e 50 m@L Estes valores de
concentracdo dos metais excedem em mais de dez egmymitido para seu langamento
em corpos hidricos, como estabelecido pela resol@@NAMA n° 357/05, e foram
definidos com o objetivo de avaliar a capacidadeultura de BRS LGOL1 tolerar variadas
concentracdes de metais reduzindo sulfato. A cdrasgio de metais dissolvidos no meio
foi determinada ao longo do tempo de cultivo p&alsservar a remogao desses metais
pela cultura LGO1. A diminuigdo no teor de metarssmlucao observada durante o cultivo
de BRS pode ser explicada por trés diferentes nwoas que podem acontecer
isoladamente ou em conjunto, sdo eles: adsor¢cdmdtzss na superficie da célula ou em
substancias exopolissacaridicas (EPS) por elasupdab e secretadas; pela sua
bioacumulacao no interior da célula (Kehal, 2007) e pela precipitacdo dos metais com
o sulfeto produzido no metabolismo do sulfato géoasulfetos metalicos insoluveis
(Widdell, 1988).
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A figura 5.22 apresenta o perfil de crescimenteultura LGO1 em meio de cultivo
em trés diferentes condi¢Ges, nas quais se varmmneentragcdo de metais: condicdo 1 —
meio de cultivo sem metais (controle); condicdo 2meio de cultivo com metais
dissolvidos em concentracdes iniciais de 10 thde Cu, 10 mgt de Mn e 20 mgt de
Ni e; condicdo 3 — meio de cultivo com metais disdos em concentragdes inicias de
20 mgL* de Cu, 20 mgtt de Mn e 50 mgt de Ni. O crescimento da cultura LGO1 no
meio Postgate C contendo lactato ou etanol comsisib organico sofreu influéncia dos
metais dissolvidos. O comportamento observado esepca dos metais estudados exibe
uma alteracdo no periodo de crescimento das cslttdas condi¢cdes 2 e 3, o intervalo
correspondente a fase lag do perfil de crescimde&sas culturas aumentou, quando
comparada a fase lag da condicdo 1 (controle).cdlyméo de células (figura 5.13) e o
namero de geracdes (tabela 5.14) também foramemfiados pela presenca de metais
dissolvidos no meio. Nessas concentracdoes de matalteracdo no perfil de crescimento
apresentado pela cultura LGO1 foi semelhante, mesmodiferentes substratos organicos

disponiveis (lactato ou etanol).
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De acordo com os valores apresentados na tabeladhdervou-se que a producao
de células da cultura LG01 diminui com o0 aumentaarecentragcdo de metais dissolvidos
no meio. Em lactato, a cultura LGO1 produziu 6,/agées e a taxa de crescimento foi de
32,7x16 células/mL/hora na condicdo 1; 54 geracbes e td@acrescimento de
1,93x16 células/mL/hora na condicdo 2 e; 4,8 geracBesxa tie crescimento de
0,824x18 células/mL/hora na condicdo 3. Quando cultivadas etanol, o crescimento da
cultura LGO1 foi de 4,7 geracBes e taxa de crestionge 13,3x10células/mL/hora na
condicdo 1; 4,2 geracdes e taxa de crescimento3at@ células/mL/hora na condicéo 2
e; 3,7 geracles e taxa de crescimento de 2,2%él@las/mL/hora na condicdo 3. Esses
resultados indicam que o aumento na concentragcatetls pesados dissolvidos no meio
de cultivo contendo lactato ou etanol interferefaiena marcante, o desenvolvimento das
bactérias da cultura LGO1. Esses resultados caaob@om o0s observados em outros
trabalhos. Haet al (1996) estudaram a concentragdo toxica de almetais para uma
cultura mista de BRS e observaram que a concentrdg&oxicidade estava entre 4 e
20 mgL* para o cobre entre 10 a 20 mgLpara o niquel. Cabregt al (2006) relataram
a diminuicdo na producéo celular e aumento na lagedo perfil de crescimento de
Desulfovibrio vulgarisguando a concentragao de cobre no meio aumenge® ghara 9,0
mgL™.

Tabela 5.14 - Parametros de crescimento para arauliGO1 em meio Postgate C na
presenca de metais: condicdo (1) — controle senmaisnatondicdo 2 - concentragbes

iniciais de 10 mgl* de Cu, 10 mgtt de Mn e 20 mgtt de Ni e; condicdo 3 -
concentracdes inicias de 20 mgtle Cu, 20 mgt de Mn e 50 mgt de Ni.

Concentragéo de . Taxa de [SO4] Eficiéncia de
. Numero de : . ~
metais/ Fonte de Geracdes crescimento consumido remocao de
carbono ¢ (cels.mL*h™) (mgL™) SO (%)
Condic&o 1/ Lactato 6,4 32,7x10 2986 98%
Condicéo 2/ Lactato 5,4 1,93x16 704 22%
Condic&o 3/Lactato 4,8 0,824x16 764 23%
Condicao 1 /Etanol 4,7 13,3X10 1038 35%
Condic&o 2/Etanol 4,2 1,30X10 352 12%
Condicdo 3/Etanol 3,7 2,25x10 698 20%
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A presenca de metais dissolvidos no meio de cutiwtbém influenciou a atividade
biolégica de remocao de sulfato pelas bactériaulara LG01. A figura 5.23 apresenta a
cinética de remocao de sulfato pela cultura LGO auandicdes citadas (condicdes 1, 2 e
3). A mudanca nas concentracdes de metais, alem@adondicdo 2 para a condicao 3,
ndo promoveu uma interferéncia acentuada nos watleeulfato removido pelas bactérias
da cultura LGO1. De acordo com os resultados eashida tabela 5.14, as culturas
apresentaram resultados relativos de eficiénciaedeocdo de sulfato semelhantes em
diferentes concentracdes de metais e substrat@ioog (condicdo 2/lactato - 22%;
condicéo 3/lactato — 23%; condicao 3/etanol — 2@¥n excecdo da cultura inoculada em
etanol na condi¢cao 2, que obteve a menor eficiddei@mocao de sulfato, igual a 12%. A
baixa eficiéncia de remocéo de sulfato nessa caadgi observada nos dois frascos de

cultivo, podendo estar relacionado com algum expeemental de inoculacao.
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De acordo com as figuras 5.22 e 5.23, observolasancente a alteragao na atividade
celular das bactérias da cultura LGO1 quando eapaxis metais Cu, Mn e Ni dissolvidos
no meio. Metais pesados sdo geralmente téxicosBREporque sdo capazes de substituir
ions essenciais que compdem a estrutura celulagadar grupos funcionais de moléculas
importantes como enzimas, promovendo danos a idsely da membrana celular,
desnaturacao e inativacdo de enzimas celulares €¢6ah, 2001). Diante dos resultados
apresentados, a cultura LGO1 sofre influencia detais pesados dissolvidos no meio,
porém ndo ha interrupcao total do metabolismo bacie do sulfato. Essas bactérias
apresentaram tolerancia as concentragfes de nestaidadas. Todavia, 0S mecanismos
pelos quais os metais modificam o metabolismo bacte ndo foram identificados. A
partir da metodologia proposta, procuramos avadiacapacidade da cultura LGO1
metabolizar sulfato e remover metais em sistemeldsd, em meio contendo lactato ou

etanol.

A concentracdo de sulfato removido pela cultura 1@0m lactato ou etanol parece
produzir uma concentracdo de sulfeto suficienta ppaecipitar os metais dissolvidos no
meio de cultura. A figura 5.24 apresenta os radok de eficiéncia de remocéo dos metais
nas condi¢cdes de cultivo estudadas. Em aproximatanig0 horas de ensaio, todos os
metais (Cu, Mn e Ni) apresentaram eficiéncias deogdio superiores a 95%, com
concentracdes residuais abaixo de 1,6 gara Ni, 1,8 mgl para Cu e 0,6 mgt.para
Mn. Kaksonenet al (2003) relataram a remocdo de 99,8% de Zn (240%mgm
concentracdo 300 mgL de sulfeto de hidrogénio produzido por BRS. A gueth
atividade das BRS da cultura LGO01, indicada petisds valores de remocao absoluta de
sulfato, n&do inibiu completamente a producdo déeteulde hidrogénio. A producao
bacteriana do anion sulfeto (Hi$ode ter sido o principal responsavel pela remai#s
metais Cu, Mn e Ni do meio de cultivo pela preeigito como sulfetos metalicos,

conforme a equacéo 5.5:
Me** + HS — MeS(s) + H (5.5)
onde,Me representa os cations metalidd§ os ions sulfeto MeSo sulfeto metalico.

A atividade metabdlica de BRS em diferentes comaedes de metais pode estar
relacionada com as espécies que compdem a culkuBBR&. Jalali e Baldwin (1999)
constataram o crescimento de culturas mistas deddiRBieio de cultivo em batelada com
concentracdo inicial de 150 mdlLde cobre, com remocdo desse metal para valores
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residuais inferiores a 0,1 mgL Martinset al (2009) relataram a remoc&o completa de
80 mgL* de cobre inicial durante 15 dias de cultivo détucas de BRS isoladas de aguas
residuarias, em sistema batelada. Ja Cakteah (2006) observaram que culturas puras de
Desulfovibrio vulgarisremoviam sulfato em concentracdes inferiores ay@hte cobre
dissolvidos no meio, sendo que em concentracOexiotgs a esse limite havia inibicao
completa do metabolismo dessa espécie de BRS sOisagos para remoc¢ao de niquel por
BRS também seguem essa hipotese. Poesah(1997) concluiram que em concentracéo
superior de 20 mgt de niquel, o metabolismo do sulfato foi inibido &msulfovibrio
desulfuricans Para culturas dBesulfovibrio vulgariscultivadas com concentragao inicial
de 8,5 mgLl’ de niquel, 96% desse metal foi removido do meimasulfeto de niquel
(Cabreraet al, 2006). Do mesmo modo, concentracdes variadasaganés podem ser
removidas por culturas de BRS. Medircgd al (2007) observaram a remocdo de
aproximadamente 90% de manganés por BRS em meidtde com concentracao inicial
de 20 mgL* desse metal. Em culturas Besulfovibrio sp houve remocdo de 65% de
manganés dissolvido em concentracéo inicial de gl0'nem batelada (Cabreet al,
2006). Contudo, a remocédo de manganés por BRS, nas cesdds cultivo descritas,
parece nao ocorrer por precipitagdo como sulfetondeganés (Waybramt al, 1998).
Segundo Ginter e Grobicki (1997), a precipitagcadvite(ll) como sulfeto de manganés
nao ocorre em condicbes de pH neutro, sendo o méasgamovido principalmente por

adsorcao na biomassa bacteriana e pela precipitagdo carbonato (MnC{p
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5.7. Caracteristicas morfolégicas da cultura LGO1

A cultura LGO1 foi enriquecida por um periodo deegsias, em meio liquido Postgate
C, em pH 7,0, com lactato ou etanol como fonteatbano e elétrons para a descricdo da
morfologia celular. Uma aliquota desses cultivggdgimadamente 100 uL) foi fixada em
laminas microscopicas e coradas a partir da técl@aaoloracédo de Gram (Madiganal,
2004). Essa técnica permite caracterizar as cépiasto a forma e identificar as bactérias
como Gram positivas ou Gram negativas. As laminaadas referentes a cultura LGO1 em
lactato e etanol foram observadas em microscomo étas micrografias estdo exibidas na
figura 6.25.

De acordo com a figura 6.25, as células bacteripnedominantes na cultura LGO1
eram de Gram negativas e moveis. As bactériaseyees tamanhos variados e as formas
predominantes eram de bacilos retos e curvos, Havpresenca de células ovoides e
filamentosas. Na cultura LGO1 cultivada em lactatiservamos o predominio de bacilos
retos e curvos Gram negativos. Segundo os ressl@a@sentados no item 5.5.1, as BRS
presentes na cultura LGO1 ndo oxidam acetato. Ar s condicbes de cultivo e dos
resultados morfologicos e bioquimicos podemos ifiess essas BRS como bacilos
mesofilos Gram negativos que oxidam lactato incetaphente a acetato. Segundo
Madiganet al (2004) alguns dos géneros de BRS que apresestan earacteristicas séo
Desulfovibrig DesulfomonasDesulfomicrobium Desulfotomaculune Desulfobulbus A
cultura LGO1 enriquecida com etanol apresenta tambgredominio de bactérias Gram
negativas e moveis. As formas predominantes forawétllas na forma de bacilos curvos
e retos. Porém, como pode ser observado na figaéa (6 e d), h4 presenca de células
alongadas e possivelmente Gram positivas. Noteegsas células sdo maiores que as
demais e apresentam coloracdo roxa (mais escunautk dos resultados divulgados no
item 4.2, as BRS da cultura LGO1 oxidam etanol sedmulo de acetato no meio de
cultivo. Dessa forma, essas bactérias podem sssifitf@adas como bactérias mesdfilas
Gram negativas oxidantes de acetato. Os possig@eey@s de BRS que apresentam essas
caracteristicas sa®esulfobacter e Desulfobacterium As células Gram positivas e

filamentosas indicadas pelas setas podem ser doaj@esulfonema

Os resultados de coloragdo de Gram e de produc&wides organicos das células
bacterianas da cultura LGO1 em lactato e etananfoinsuficientes para identificar as

espécies de BRS presentes na cultura. Porém,izacéib de técnicas de caracterizacéo
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molecular foram empregadas para uma identificacdie precisa das espécies de BRS que
compdem a cultura LGO1.
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5.8. Caracteristicas moleculares das BRS da cultura LG0O1

A caracterizacdo molecular das espécies de BRSayupdem as culturas LG0O1 em
lactato ou etanol foi realizada por PCR, havendplificacdo de fragmentos do RNAr
16S e da regido 16S, intergénica e 23S. Os ini@adda regidao 16S (DSR16),
intergénica e 23S utilizados séo referentes ao®sgela enzima sulfito redutase
dissimilatoria (Isr). Apos a etapa de purificacdo do produto de PORrefalizado o
sequenciamento, e as sequéncias obtidas utilizpdaa busca de homologia,
similaridade e identidade utilizando as ferrame®BASTn e BLASTx. Os resultados

estdo apresentados nas tabelas 5.15 e 5.16.

Tabela 5.15 Alinhamento com as sequUéncias depositadas no lokndados. Amostras
das culturas LGO1 cultivadas em lactato.

Espécie (Nimero de acesso) Identidade

Desulfomonas pigréAF192152) 100%
Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricamsATCC 27774 92%
UnculturedDesulfovibrio spclone A37bac 90%

Desulfobulbus spEF442937) 90%

Tabela 5.16 - Alinhamento com as sequéncias dgglasitno banco de dados. Amostras
das culturas LGOL1 cultivadas em etanol.

Espécie (NUmero de acesso) Identidade
Desulfobacter halotoleran®SM 11383 (NR026439) 100%
Desulfobacterium autotrophicuriRM2 (CP001087) 100%

Uncultured Desulfonemsp.(AM501653) 100%

Uncultured Desulfotomaculusp. clone BNB-488 (FJ898345) 100%
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De acordo com as andlises de caracterizacdo mateaudiversidade de espécies de
BRS que compbe a cultura LGO1l parece ser determimpato substrato organico
disponivel (lactato ou etanol) para o metabolismssichilativo do sulfato. O
enriguecimento da amostra nativa de microrganisproseniente do sedimento da
Lagoa do Gamba (LGO1) nas condicbes de cultivorila@seo item 4.1 selecionou
espécies de BRS capazes de oxidar lactato, etanateiato na respiracdo do sulfato.
Os resultados indicam que cultivos sucessivos dteras de BRS em meio liquido
Postgate C favoreceram o desenvolvimento das espéapazes de metabolizar o

substrato organico disponivel.

Os géneros de BRS que compdem a cultura LGO1 adiivem lactato sao
mesofilos Gram negativos e ndo oxidantes de acgethtssificados taxonomicamente
nas familias Desulfovibrionaceae (géneros Desulfomonas e Desulfovibrig e
DesulfobacteriaceaégéneroDesulfobulbu} (Castroet al, 2000). Segundo Madigaat
al. (2004), o géner@esulfomona® caracterizado por apresentar células na forma de
bacilos retos, imoOveis e pela presenca da enzinmulfdeiridina. No género
Desulfovibriq as células possuem forma de bacilos curvos, mopeidem ou néo
apresentar desulfoviridina. As espécies do gébasulfobulbuspossuem a forma de

cocos alongados, podendo ser méveis ou imoveis apr&sentam desulfoviridina.

Na cultura LGO1 cultivada em etanol predominam ggeies de BRS mesodfilas
Gram negativas e oxidantes de acetato. Os gémdensficados séo classificados nas
familias Desulfobacteriaceae(Desulfobacter Desulfobacterium Desulfonemp e
Peptococcacea¢Desulfotomaculuin (Castroet al, 2000). A espécidesulfobacter
halotoleranteapresenta-se como bacilos ovais Gram negativss)fdeiridina ausente,
moveis ou imdveis, capazes de oxidar apenas otaaeEtano substrato organico (Castro
et al, 2000). A espécie de BRS Gram negaesulfobacterium autotrophicuméo
apresenta desulfoviridina, oxida acetato completdenea CQ e pode crescer
autotroficamente (Madigaet al, 2004).O0 géneroDesulfonemaé representado por
espécies de bactérias filamentosas deslizantesn Qsitivas, capazes de oxidar
completamente o0 acetato e crescer autotroficamaptesentam ou n&do desulfoviridina
(Madiganet al, 2004). No géner®esulfotomaculumapenas o bacilo mesofilo Gram
negativo Desulfotomaculum acetoxidarés capaz de oxidar etanol e acetato a, CO

(Spormann e Thauer, 1989).

98



Os géneros de BRS identificados por analise maecdhs culturas LGO01
cultivadas com lactato ou etanol apresentam ascteaisticas bioquimicas e
morfologicas descritas nos itens 5.6 e 5.7. O prédio de espécies de BRS néao
oxidantes de acetato na cultura LGO1 justifica dnado desse composto no meio
durante o cultivo com lactato. Ja no cultivo datwral LGO1 em etanol, o acetato €
totalmente metabolizado pelas espécies de BRSnpesseContudo, o enriquecimento
da amostra nativa da cultura LGO1 com lactato ¢aorente deveria favorecer as
relacdes sintroficas entre as espécies de BRS rirglae ndo oxidantes de acetato.
Dessa forma, além do substrato organico, a coragutrde sulfeto pode ter selecionado
a rigueza de espécies presentes na cultura LGO1.

Alguns trabalhos tém indicado que a estrutura daucidade de BRS é modificada
pelo acumulo de sulfeto dissolvido no meio a paldiratividade bacteriana. Kaksonen
et al (2006) observaram que a oxidacdo de etanol p@ BR biorreatores foi mais
afetada pela producédo de sulfeto que a oxidacaace&to. Icgen e Harrison (2006)
demonstraram que os géneBesulfobacterDesulfotomaculune Desulfobacteriune a
familia Desulfovibrionaceae possuem maior tole@rem sulfeto quando comparado
aos génerodesulfonemae Desulfobulbuse a familia Desulfobacteriacegecujas
atividades sao inibidas com aumento da concentrdedsulfeto. Essas observactes
corroboram com os resultados obtidos neste trabahcultura LGO1 apresentou
maiores valores de crescimento e remocdo de sulfiaamdo cultivadas em lactato
provavelmente pela presenca de géneros de BRSritdera alta concentracdo de
sulfeto. Os resultados menos favoraveis de crestareeremocao de sulfato pelas BRS
da cultura LGO1 cultivadas em etanol pode estaci@hado com os efeitos tdxicos do
sulfeto nas espécies que compdem a comunidade. A&nmfluéncia do substrato
organico disponivel, da razdo DQO/sulfato, da ogiwlido pH do meio e da
concentracdo de metais pesados, a tolerancia @moacdo de sulfeto pode interferir

na estrutura das comunidades de BRS e nas suasdés metabolicas.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho disponibiliza informagbes sobre opie8 adequadas para
enriguecimento e cultivo de amostras ambientaisbaeérias redutoras de sulfato
(BRS). O desenvolvimento desse grupo microbiantfléenciado pela disponibilidade
de nutrientes no meio de cultivo e pela composd@dsubstrato organico. O pH do
meio de cultivo € influenciado diretamente peldsrimediarios metabdlicos produzidos
pelas BRS. O cultivo de culturas mistas de BRS pramuma efetiva remocéo de
sulfato e metais em sistema batelada. Baseados estglo, as seguintes conclusdes

foram propostas:

* O meio de cultivo Postgate C “modificado” pode satilizado para o
enriguecimento e o cultivo de culturas de BRS pneardges de sedimentos ou

corpos d’agua naturais contaminados com sulfato @m metais.

» Os substratos organicos lactato de sodio e etat@mp ser utilizados em meios de
cultivo como fonte de elétrons e carbono para ecimeento e a reducéao de sulfato
por BRS.

e O crescimento e o consumo de sulfato das cultumsBRS estudadas sé&o
influenciados negativamente em condi¢cdes acidasyvia observa-se proliferacéo

celular e producao biolégica de sulfeto de hidragén

O meio de cultivo Postgate B favorece o crescimeatteriano e o meio Postgate
C promoveu os maiores valores de remocao bioldadgcaulfato pelas culturas de
BRS estudadas.

e Dentre as culturas de BRS estudadas, as culturasiecidas do sedimento de uma
lagoa natural (Lagoa do Gamba) apresentaram ogesaralores de crescimento e

consumo de sulfato.

* As culturas de BRS cultivadas em pH inicial igud,a em meio contendo lactato
de sodio promoveram a neutralizacdo apds aproximawi@ 72 horas de
crescimento bacteriano. O pH dos meios cultivades BRS contendo etanol em

condigdes Acidas nédo sofreu alteragéo.
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A utilizacdo de lactato como fonte de carbono erggaeé mais favoravel ao
crescimento e consumo de sulfato pelas culturas EBRfquecidas quando

comparado ao etanol, nos meios de cultivo e n@esa2Q0O/sulfato estudadas.

As melhores condi¢cdes para remocéo de sulfatogsmcalturas de BRS foram em
meio Postgate C contendo lactato, em pH 7,0 e eadorDQO/sulfato igual a 2,0.
Nessas condi¢des a cultura LGO1 foi responsaval reehocdo de 98% do sulfato
disponivel no meio de cultivo. Em cultivos comnetlacomo substrato organico, a
cultura LGO1 apresentou o melhor resultado de rémaoeg sulfato (50%) em meio

Postgate C, em pH 7,0 e com razdo DQO/sulfato 3,6.

Os resultados dos ensaios em batelada com metas¢ranaon que para as
concentracdes estudadas, 10 e 20Tg@inanganés e cobre) e 25 e 50 MgL
(niquel), a cultura mista de BRS LGO1 sofreu irdbigxa sua atividade metabdlica,
com baixos resultados de crescimento e reducaalfééos(maximo 20%). Porém,
producdo biolégica de sulfeto foi suficiente pararemnocdo dos metais com
eficiéncia superior a 95% de remocao e concentsagiéduais abaixo de 1,6 myL

para Ni, 1,8 mgL* para Cu e 0,6 mgtpara Mn.

A diversidade de espécies identificadas por caiaatgio molecular estd de acordo
com o substrato organico metabolizado na reducésutfato e com os acidos

organicos produzidos.

A combinacdo de técnicas de cultivo microbioldgicaracterizagdo morfologica
molecular sdo necessarias para obter uma compeedassstrutura da comunidade

das espécies microbianas na cultura, favoreceralapicacdo em escala industrial.
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7.

PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

No presente trabalho, o foco principal de nossedestoi cultivar culturas mistas de
BRS em sistema batelada para remocéo de sulfatetasme para a neutralizacdo de
meio de cultivo moderadamente acido. As proposies fpabalhos futuros seriam:

Estabelecer condi¢gbes nutricionais mais simplesendo a efetiva remogao de
sulfato pelas culturas de BRS estudadas visandapBementacdo em reatores
em escala industrial.

Cultivar espécies de BRS capazes de oxidar compéetizz o substrato organico
a CQ e quantificar a eficiéncia de remocao de sulfa®condi¢cbes estudadas.

Disponibilizar outros substratos organicos simgete baixo custo como fonte
de carbono e elétrons no metabolismo dissimiladivsulfato pelas espécies de
BRS e quantificar a concentracao de sulfato corgami

Avaliar a influéncia de outros grupos bacteriarusssivelmente presentes na
cultura mista, na eficiéncia de remoc¢éo de sullakwespécies de BRS.

Determinar o crescimento bacteriano e remocéo latesue culturas de BRS
em valores de pH mais acidos (4,5 — 5,0).

Comparar o desempenho de remocgéo de sulfato @nolara metais de uma
cultura pura de BRS com uma cultura mista.

Avaliar a influéncia dos metais pesados estudadasetabolismo das BRS.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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