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RESUMO

Drenagem 4&cida de mina (AMD) sdo &guas residuais produzidas pela industria
mineradora. AMD apresenta concentra¢des elevadas de metais dissolvidos, sulfato e um pH
acido, tornando-se um grande poluente para o meio ambiente. O método mais utilizado no seu
tratamento é a adicdo de um agente neutralizante, como por exemplo a cal (6xido de calcio —
CaO. Método desvantajoso por produzir um lodo rico em metal e sulfato, encarecendo os custos
operacionais. O tratamento bioldgico utiliza bactérias redutoras de sulfato (SRBs) e é uma
alternativa ambientalmente atrativa, pois diminui a concentragéo de sulfato, aumenta o pH e
possibilita a recuperacdo de metais de interesse econdmico. Nesse trabalho foi realizado um
estudo com um consorcio bacteriano cultivado em um biorreator anaerébio, analisando a sua
capacidade de sobreviver em ambientes &cidos e o tratamento de uma AMD sintética assim
como a precipitacdo de um metal de interesse. Foram monitorados a diminui¢éo do sulfato,
consumo do glicerol e producgdo de acetato. Foram analisadas a atividade enzimética da enzima
esterase (EST), atividade do sistema transportador de elétrons, a produgéo de biopolimeros e a
diversidade dos microrganismos ao longo do experimento. O consércio apresentou a
capacidade de sobreviver em um ambiente acido e desfavoravel, como a AMD sintética.
Aumentou o pH do meio, reduziu a concentracdo de sulfato e ocasionou a precipitacdo de metal.
Foram realizadas as analises de atividade enzimatica e metabdlica dos microrganismos, ensaios
ainda ndo realizados em estudos similares, com os resultados obtidos, foi observada a relagédo
da atividade enzimatica e metabdlica com a degradagdo da matéria organica e crescimento
celular. A andlise de diversidade dos microrganismos mostrou que 0S microrganismos
dominantes no biorreator foram do género Desulfosporosinus e Clostridium, sendo o
Desulfosporosinus um organismo tolerante a ambientes acidos. Apesar da necessidade de
aumentar a quantidade de composto organico administrada para o consorcio e a introducéo de
um microrganismo que consuma acetato no cultivo, ja que o acetato é uma substancia toxica
para SRBs, 0 consdrcio bacteriano mostrou ser uma boa alternativa para ser utilizado em
tratamentos de AMD, possibilitando o aumento do pH, diminuigdo da concentragéo de sulfato

e precipitacdo de metais de interesse econdmico.

Palavras-chave: Drenagem 4acida de mina, tratamento bioldgico, biorreator,

microrganismos, bactérias redutoras de sulfato, Desulfosporosinus.



ABSTRACT

Acid mine drainage (AMD) are wastewater produced by the mining industry. AMD has
high concentrations of dissolved metals, sulfate and a very low pH, making it a great
environment pollutant for the environment. The most widespread method in its treatment is the
addition of a neutralizing reagent, such as lime (calcium oxide — CaO). A disadvantageous
method which producing a sludge rich in metal and sulfate, increasing operating costs.
Biological treatment uses sulfate reducing bacteria (SRBs) and is an environmentally attractive
alternative, because it reduces the sulfate concentration, increases the pH and allow the recovery
of metals of economic interest. In this project, a study was carried out with a bacteria consortium
grown in an anaerobic bioreactor, analyzing its ability to survive in acidic environments and its
ability to treat a synthetic AMD as well as the precipitation of a metal of interest. Sulfate
reduction, glycerol consumption and acetate production were monitored. The enzymatic
activity of esterase enzyme, activity of the electron transport system, the production of
biopolymers and the diversity of the microorganisms throughout the experiment were analyzed.
The consortium had the ability to survive in an acid and unfavorable environment, such as
synthetic AMD. It increased the pH of the medium, reduced sulfate and caused the precipitation
of metal. Analyzes of the enzymatic and metabolic activity of the microorganisms were carried
out, essays not yet performed in similar studies, with the results obtained was observed the
relation of the enzymatic and metabolic activity with the organic matter degradation and cell
growth. Analysis of microorganisms diversity showed that the dominant microorganisms in the
bioreactor were of the genus Desulfosporosinus and Clostridium, with Desulfosporosinus being
an organism possibly tolerant to acidic environments. Despite the necessity to increase the
amount of organic compound administered to the consortium and the introduction of a
microorganism that consumes acetate in the culture, since acetate is a toxic for SRBs, the
bacteria consortium proved to be a great alternative in the use of AMD treatment, allowing the
increase of pH, decrease of sulfate concentration and precipitation of metals of economic

interest.

Keywords: Acid mine drainage, biological treatment, bioreactor, microorganisms,

sulfate reducing bacteria, Desulfosporosinus.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. (a) Drenagem &cida da mina de carvéo, Jaintia Hills e (b) AMD de residuos de mina

no Canadd (NANCUCHEO €t al., 2017)....c.couiiiiieeeieee et 17
Figura 2. Tratamentos ADIOTICOS ........ccuiueiiiiirieieieieeiieie et 18
Figura 3. Tratamentos BIOIOGICOS ......c.couiuireiriiiiiiieiee et e e 19

Figura 4. Esquema grafico dos biorreatores e processos do Thipaq (MUYZER; STAMS,

14010 USROSV 21
Figura 5. Reacéo dissimilatoria do sulfato (MADIGAN et al., 2010)........cccccovrenrirenienieneenn 23
Figura 6. Esquema do meio dupla camada (NANCUCHEOQO et al., 2016) ........cccccevevriveeennne 30
Figura 7. Biorreator utilizado N0 eXPEerimento ...........ccooereriirieienieieie e 32

Figura 8.Representacéo grafica do biorreator utilizado nos ensaios, ilustragdo modificada de

SaNt0S € JONNSON (2017) ...ttt bbb ene s 33
Figura 9. Mudanca de pH ao longo dos dias de operag&o do experimento ...........cccceveveneennne 46
Figura 10. Mudanca do fluxo de saida ao longo dos dias de operacéo do experimento .......... 47

Figura 11. Namero de células bacterianas totais ao longo dos dias de operacéo do experimento

.................................................................................................................................................. 49
Figura 12. Concentracdo em mM do glicerol e acetato ao longo do experimento................... 51
Figura 13. Concentracéo de sulfato ao longo do eXperimento ...........ccoevveeieienienicieseesenen 53
Figura 14. Gréfico da estimativa da atividade enzimatica das esterases (EST) ......ccccecervrueneen 55
Figura 15. Gréfico do ensaio atividade do sistema transportador de elétrons (ETSA) ............ 58
Figura 16. Quantificagc@o de proteinas tOLaIS ...........ovreerieririeeeirieee e e 61
Figura 17. Quantificacdo de carboidratos tOaiS ..........cecvevereiririieiie e 62
Figura 18. Quantificagao lipidios tOaIS. .........cevreiirireirie e e 63
Figura 19. Gréfico de barras, gerado pelo QIIME, da anélise de diversidade dos

IMUCTONGANISITIOS ... .vvtiete ettt stttk se e b eh et s e eb e et ek bbb eb e e st b b e e he bbb er et 65

Figura 20. Dendrograma baseado em sequéncias do gene 16S rRNA de bactérias e arqueias
FEAULOIAS A SUITALO ... ..eieeeeitieieee ettt eb e 68

Figura 21. Correlagao de SPEArMEN IS.......cccoiiiiiiireiiiie ettt 71



Figura 22.Anélise das componentes prinCipais (PCA) .......ccoereiiireine e 73

Figura 23. Concentracéo de Glicerol, Acetato e Sulfato e valores de pH1 e pH2 nos dias
escolhidos para andlise de diversidade dos MICrOrganiSMOS. ...........cceeuerieririeeeieneeeseenee e 74

Figura 24. Frasco lavador que foi acoplado ao biorreator para o ensaio com AMD natural
retirada de uma mina de cobre da regido AMAzZONICA..........ccueerireriiieiere e 76

Figura 25. Difratograma de DRX do precipitado (SILVA et al, 2018)........cccoovvvveniirvnnenne 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Normas da Resolugdo CONAMA n° 357 e n° 430, para efluentes de fonte
poluidoras langados em um ambiente Natural...........c.cocoriieiiiiieic 18

Tabela 2. Composicéo quimica da AMD sintética de Sossego adaptado de Santos e Johnson (

Tabela 3. CondicGes para analises CromatografiCas. .........ccoevervriieiee e 35

Tabela 4. Porcentagem dos microrganismos Desulfosporosinus e Clostridium nas amostras de
DNA, aferidas N0 QUIME .........cooo ittt er e e sre e b e eaae s 64

Tabela 5. Identidade da sequéncia identificada como Desulfosporosinus pelo QIIME com as
SEQUENCIAS NO NCBIL. ...ttt se e e 66

Tabela 6. Identidade da sequéncia identificada como Clostridium pelo QIIME com as
SEQUENCIAS NO NCBI ...ttt 69

Tabela 7. Resultado do teste Mann Whitney, valores p < 0,05, ......cooveeiiiniinennenee e 72



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMD Acid Mine Drainage

AMP Adenosine Monophosphate

APS Adenosine Phophosulfate

ATP Adenosina Trifosfato

BMP Brazilian Microbiome Project
CaO Oxido de Calcio

CaCO3 Carbonato de Célcio

C2oH302 Acetato

C2HsOH Etanol

CH3;COOH Acido Acético

CO2 Didxido de Carbono

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente
CuS Sulfeto de Cobre

DHA Desidrogenase

DNA Deoxyribonucleic acid

DRX Difratometria de Raios-X

e Elétron

E” Potencial de Redugéo

EDTA Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
EST Esterase

ETSA Electron Transport System Activity
Fe? Ferro Ferroso

Fed* Ferro Férrico

FeS2 Pirita

H> Hidrogénio

H* fon de Hidrogénio

HBS Heterotrophic Basal Salts

HCOs Bicarbonato

H.0 Agua

HS Sulfeto



H2S
H2SO4
INT
KH2PO4
KOH
MEGA
NaOH
NCBI
02
OH"
OTUs
PCA
PCR
pH
pH1
pH2
QIIME
RDP
RNA
rRNA
g0
SO4*
SOs*
S203*
SRBs
TE
TPF
Zn2+

ZnS

Sulfeto de Hidrogénio

Acido Sulfdrico

Cloreto de 2-[(P-lodofenil)-3-(P-Nitrofenil)-5-Fenil Tetrazolium]
Fosfato de Potassio Monobasico

Hidrdxido de Potassio

Molecular Evolutionary Genetics Analysis
Hidroxido de Sodio

National Center For Biotechnology Information
Oxigénio

Hidroxila

Operacional taxonomic unit

Principal Component Analysis

Polymerase Chain Reaction

Potencial Hidrogenidnico

Potenciémetros Superior

Potencidémetros Inferior

Quantitative Insights Into Microbial Ecology
Ribosomal Database Project

Ribonucleic acid

RNA Ribossomal

Enxofre Elementar

Sulfato

Sulfito

Tiossulfato

Sulfate Reducing Bacteria

Trace Elements

Trifeniltetrazolium Formazan

fon de Zinco

Sulfeto de Zinco



SUMARIO

INTRODUGAD. ...ttt ns s, 14
HIPOTESES. .....ocvoutimeiieiieiseeeesssss sttt 15
FUNDAMENTACAO TEORICA ..o, 16

3.1. Geraco de Drenagem Acida de Mina (AMD)..........cc.cooeuruereeveeromeeeseeeeeeeereseeseeseenas 16
3.2. Tratamentos da AMD .......c.ooiiiiiiiiee e 18
3.3. Microrganismos Sulfato REAULOIES ..........ccoieiiiiiieiiie et 22
3.4. Anélise de diversidade de microrganismos com 0 16S rRNA .........ccccooiiiniiienennne. 25
JUSTIFICATIVA bbb bt be e beneas 26
OBUJIETIVOS ...ttt ettt bbbttt eb e bbb b et bene s 28

5.1, ODJEIIVO GEIA .....ecviiiieiii et 28
5.2. ODjetivos ESPECITICOS .....ooviviiiiiieiisieieie et 28
METODOLOGIA ..ottt et ettt b 29

B.1. CUILIVO 0O CONSOICIO .....cueitiiesiete ettt ettt sttt bbb e 29
6.2. MONtagem 0 BIOITEAION ........ccueviieieeiieieiie sttt et 31
6.3. Crescimento populacional total. ...........cc.coeieiiiiiiei e 34
6.4. Monitoramento das concentracdes de glicerol, acetato e sulfato. ............ccccceeervrrnnene 35
6.5. Quantificacdo dos biopolimeros (carboidratos, lipidios e proteinas totais).................. 36
6.6. Andlise da atividade enzimética microbiana total e anélise da desidrogenase.............. 37
6.7. Mudanca da diversidade de consdrcio contido no biorreator ...........ccoceoeeereeeciirennene 38
6.7.1.  EXtragao d0 DINA ..o 38
6.7.2.  Amplificacdo do gene 16S rRNA.......c.coi e 39
6.7.3.  SEOUENCIAMENTO.....ecvi ettt ettt ettt b e e e e 39
6.7.4.  ANALISE (0S RGOS ......ceviieieeeie ettt bbb 40
6.7.4.1. DeMUIIPIEXAGED. ......cueceieiiiiieeee et 40
6.7.4.2. Normalizacdo do NUMEro de reads..........cccururevreriireine e 41

6.7.4.3. ldentificacdo taxondmica até género utilizando o programa QIIME................ 41



6.7.5.  Identificacdo taxondmica até espécie e arvore filogenética de SRBs. ............... 42

6.8.

7.1.
7.2.
7.3.
1.4,
7.5.
7.6.
1.7.
7.8.

ANALISE ESTALISTICA .....ccveeei ettt et 43
RESULTADOS E DISCUSSAOQ........c.ciiieeiieeiess s siss s enensensss s sssesons 45
MUAENGA A0 PH.....eieee et eb et nn e 45
Crescimento populacional total. ...........cc.coveiiiiiiiie e 48
Monitoramento da concentragéo de glicerol, acetato e sulfato.............ccccocevvriicinennns 50
Estimativa total da atividade enzimatica microbiana e ensaio da desidrogenase.......... 54
Quantificagio dos DIOPOITMENOS ........cviueriiiiiiie i 60
Anédlise da diversidade de MiCrorganiSmMOS ..........cccooerurirnienene e 63
ANALISE ESTALISTICA .....ccveeei ettt e 70
Analise do Metal FECUPEIAUO. .........ceei ettt e 75
CONCLUSAD ...ttt ettt 78

REFERENCIAS . ..o oottt ee et ee et et e e e e es e e e et st eaess et e e e et aresessssaaeseesseressaeanerees 79



1. INTRODUCAO

Um dos grandes problemas ambientais gerados pela industria mineradora sdo as
drenagens acidas de minas (acid mine drainage - AMD), residuo que apresenta uma grande
quantidade de sulfato, metais e metaloides dissolvidos e pH bastante &cido, provocando um
grande impacto no ambiente se ndo forem adequadamente tratadas (BANKS et al., 1997;
JOHNSON, 2003; HALLBERG, 2010).

Varias tecnologias j& foram desenvolvidas no intuito de tratar esse tipo de rejeito
(JOHNSON; HALLBERG, 2005), um dos métodos mais utilizados para o tratamento da AMD
é a utilizacéo da cal ou carbonato de célcio, um agente neutralizante que provoca o aumento do
pH e ocasiona a precipitacdo de uma grande variedade de metais na forma de hidréxidos ou
carbonatos (COULTON; BULLEN; HALLETT, 2003; JOHNSON; HALLBERG, 2005).
Entretanto, o resultado deste tratamento é um lodo rico em metais, sulfatos, carbonatos e
hidréxidos, sendo tdxico para varios organismos, como plantas e animais. Os metais presentes
no lodo podem estar disponiveis devido a reducdo do poder imobilizante do carbonato, sendo
recomendado a disposi¢do desse lodo em aterros especificos ou o seu armazenamento em
barragens (JOHNSON, 2003; SIMATE; NDLOVU, 2014).

Uma alternativa para o tratamento de AMD é a utilizagdo de bactérias redutoras de
sulfato (SRBs). SRBs sdo organismos que realizam a reducéo dissimilatéria de sulfato a sulfeto,
onde utilizam o sulfato como aceptor final de elétrons para degradacéo da matéria organica,
liberando sulfeto como produto dessa reacdo (MUYZER; STAMS, 2008). A atividade de
redugéo do sulfato a sulfeto provocada pelas SRBs pode ser utilizada para diminuir a quantidade
de sulfato, metais e aumentar o pH das drenagens 4cidas de minas, devido essa reacdo ser proton
consumidora, resultando no aumento do pH. Além disso, o sulfeto produzido pode reagir com
metais dissolvidos, precipitando-os (JOHNSON; HALLBERG, 2005; MUYZER; STAMS,
2008). Apos a precipitacdo, 0os metais podem ser recuperados.

A utilizacdo de SRBs é uma alternativa bastante vantajosa, pois possibilita a recuperacéo
de metais de interesse e 0 seu tratamento, diminuindo a quantidade de metais e metaloides,
sulfato e aumentando o pH. As tecnologias Thiopag e o sistema Biosulfide foram desenvolvidas
utilizando como principio fundamental a reagdo de reducdo de sulfato para tratamento de 4gua
acidas que contém metais (ROWLEY et al., 1997; BOONSTRA et al., 1999).
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Vérios estudos j& foram realizados no intuito de se estudar SRBs no tratamento de 4guas
residuais de minas (SEN; JOHNSON, 1999; JOHNSON et al., 2009; NANCUCHEO;
JOHNSON, 2012; NANCUCHEO; JOHNSON, 2014; SANTOS; JOHNSON, 2017). O intuito
agora é encontrar novos organismos capazes de realizar a precipitacdo de metais da AMD, em
uma condigdo de pH baixo, e que essa tecnologia seja nacional.

Neste trabalho foi realizado um estudo de um consoércio de bactérias isoladas do Chile.
Sendo observada a sua capacidade de sobreviver em ambientes acidos, gerando sulfeto de
hidrogénio e precipitando metais de interesse, como o cobre. Foram monitorados o consumo de
glicerol e sulfato e a producgdo de acetato. Foram analisadas a atividade enzimatica das esterases
e atividade do sistema transportador de elétrons e os biopolimeros produzidos foram
quantificados. E também foi analisada a diversidade de microrganismos contidos no consorcio

ao longo do experimento.

2. HIPOTESES

O consorcio de bactérias utilizado no experimento, ao longo de 342 dias, contendo
bactérias redutoras de sulfato, apresenta a capacidade de sobreviver em ambiente acido que
contém sulfato, utilizando-o na metabolizacdo de compostos orgénicos e ocasionando o
aumento do pH do meio. Produzindo sulfeto de hidrogénio que ir4 reagir com metais
dissolvidos, precipitando-os. Tornando viavel a sua utilizacdo em futuras tecnologias de

tratamento bioldgico de drenagens 4cidas de minas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.Geracdo de Drenagem Acida de Mina (AMD)

Os produtos da mineragéo tornaram-se esséncias para a sociedade, os metais fazem parte
da maioria dos produtos de uso diario, como na constru¢do dos meios de transporte ou de
equipamentos de comunicacdo (NORDSTROM, 2000). Apesar da mineracdo possibilitar o
desenvolvimento da sociedade, possibilitando a geragéo de produtos e novas tecnologias, é uma
atividade que libera uma grande quantidade de rejeitos podendo, se ndo forem tratados
adequadamente, impactar a salde de organismos e do ecossistema como um todo, em uma
escala local e até global (JOHNSON, 2003; SIMATE; NDLOVU, 2014).

Os rejeitos da mineragdo podem ser: (i) resultantes da quebra do minério depositados
em montes, podendo ter componentes quimicamente inertes ou reativos; (ii) residuos de
lixiviagdo, rejeitos minerais reativos, caracterizados por materiais com gréos finos e grande
quantidade de minerais sulfetados; e (iii) as 4guas residuais que sdo produzidas no processo de
mineracdo, ou pela interacdo de &guas e rochas expostas ou interacdo da agua com os rejeitos
minerais reativos (JOHNSON, 2003). Para controlar e prevenir o contato com 4gua e oxigénio
muitos desses rejeitos séo enterrados em cAmaras seladas com argila (JOHNSON, 2003).

As aguas residuais sdo chamadas de drenagens &cidas de mina (AMD) (Figura 1), sua
formacéo ocorre quando os minerais sulfetados sdo oxidados em contato com a 4gua e oxigénio
(JOHNSON, 2003). Além disso, minerais sulfetados insolUveis em acidos, como a pirita (FeSy),
podem ser oxidados na presenca de ferro férrico (Fe*) e agua, liberando ferro ferroso (Fe?*)
soltvel e outros compostos de ferro ligados ao enxofre (tiossulfato - S;0s%) (Equagéo 1)
(JOHNSON, 2003).

FeS; + 6Fe3* + 3H,0 — 7Fe? + S04 + 6H* (Equagdo 1)

16



()]

Figura 1. (a) Drenagem acida da mina de carvdo, Jaintia Hills e (b) AMD de residuos de mina
no Canadd (NANCUCHEDO et al., 2017).

O Fe?* liberado pode ser oxidado por microrganismos acidofilos oxidantes de ferro,
como Acidithiobacillus ferrooxidans, regenerando o Fe®, mas com a sua mobilidade
aumentada. Neste cenario, o pH tende a reduzir e a concentracdo de Fe®*" mdvel a aumentar,
favorecendo a solubilizagéo da pirita e de minerais sulfetados soltveis em &cidos (Equago 2).
Os sulfetos resultantes sdo solubilizados por microrganismos oxidantes de enxofre (Equacéo 3)
(JOHNSON, 2003).

ZnS + 2H* — Zn?* + H2S (Equagéo 2)

H2S + 20, — 2H" + SO4* (Equacéo 3)

Por isso as drenagens acidas de mina representam um grave problema ambiental, pois
apresentam uma grande quantidade de sulfato dissolvido, uma variedade de metais e metaloides
dissolvidos e pH muito baixo, em torno de 2-3 (BANKS et al., 1997; JOHNSON, 2003;
HALLBERG, 2010). De modo que apresentam valores acima dos descritas nas normas da
Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n° 357 (BRASIL, 2005) e n°
430 (BRASIL, 2011) (Tabela 1), que estabelecem diretrizes e procedimentos para avaliacdo da

qualidade dos corpos hidricos e estabelece parametros para a liberagcdo de efluentes de fontes
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poluidoras no ambiente, delimitando uma concentracdo de no maximo 250 mg.L* de sulfato

dissolvido, 1 mg.L? de cobre dissolvido e pH entre 6 - 9.

Tabela 1. Normas da Resolugdo CONAMA n° 357 e n° 430, para efluentes de fonte poluidoras

langados em um ambiente natural.

Valores
pH 6,0 até 9,0
Sulfato < 2,06 MM (< 250 m g.L %)
Cobre dissolvido | <0,015mM (<1mg.L?)

Essa grande concentracdo de metais e o pH acido da AMD pode ocasionar varios efeitos
deletérios para o ambiente. Além de, os metais permanecerem no ambiente por um longo
periodo, acumulando-se em varios niveis tréficos, devido a magnificacdo tréfica. Provocando
sérios problemas metabolicos, comprometendo o desenvolvimento dos individuos e
ocasionando a sua morte (SIMATE; NDLOVU, 2014).

3.2.Tratamentos da AMD

Os métodos para o tratamento de AMD podem ser divididos em tratamentos quimicos
(Figura 2) e bioldgicos (Figura 3), e subdivididos em ativo, que requerem entradas continuas
de recursos para sustentar o processo, e passivo, que requerem uma entrada minima de recursos
depois de estarem operando (JOHNSON; HALLBERG, 2005).

Ex: Utilizacdo de 6xido
de calcio

Ex: Drenos de calcarios

Figura 2. Tratamentos Abidticos.
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Ex: Areas (imidas
anaerébias/biorreatores
compostos

Biologicos

Ex: Biorreatores
sulfidogénicos

Figura 3. Tratamentos Bioldgicos.

O tratamento mais utilizado é o tratamento quimico ativo que envolve a adi¢do de um
agente quimico neutralizante, como a cal (6xido de calcio CaO) ou carbonato de célcio
(CaCOs), que aumenta o pH, acelera a taxa de oxidagao quimica de ferro ferroso (Fe?*) e causa
a precipitacdo de uma variedade de metais na forma de hidréxidos ou carbonatos. Apesar de ser
um método eficiente, ele apresenta a desvantagem de gerar altos custos operacionais e produzir
uma grande quantidade de lodo rico em metal e sulfato (COULTON; BULLEN; HALLETT,
2003; JOHNSON; HALLBERG, 2005).

Drenos de calcario andxico, desenvolvido por Kleinmann e colaborados (1998), é um
exemplo de tratamento quimico passivo. Os drenos sdo canais por onde a drenagem flui
formados por uma camada de cascalho de calcario impermeavel ao ar e agua, nesse sistema o
objetivo é aumentar o pH da agua e deixar o ferro em sua forma reduzida evitando a sua
oxidacdo e a precipitagdo de hidroxido de ferro. Porém, em concentragdes significativas de ferro
e aluminio, ha a formacdo de hidroxidos que diminuem a permeabilidade do dreno além de
possibilitar a dissolugdo do cascalho devido a formacdo de géis carbonaticos dentro do dreno
(EVANGELOU, 1998; JOHNSON; HALLBERG, 2005).

Os sistemas de tratamentos bioldgicos utilizam microrganismos para reduzir os
poluentes contidos na AMD. O principal tratamento bioldgico passivo sdo as areas umidas
(wetlands), como as areas Umidas aerébias que sdo utilizadas em aguas alcalinas nas quais a
principal remediagdo ¢ a oxidagdo do Fe*, hidrolise do Fe?* e remogéo de metaloides, como o
arsénio (JOHNSON: HALLBERG, 2005).

Outro tratamento passivo é a utilizacdo de areas Umidas anaerdbias/ biorreatores
compostos (anaerobic wetlands/ compost bioreactors). Nesses sistemas, em instalaces
construidas abaixo do solo, a principal reacdo que ocorre é a reducdo de sulfato, que ira
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aumentar o pH e gerar sulfeto para precipitacdo de metais. Porém esse sistema é bastante
desvantajoso, por ser caro, requerer uma grande &rea para instalacdo e ter eficiéncia
imprevisivel (JOHNSON; HALLBERG, 2005).

Nos tratamentos bioldgicos ativos sdo utilizados os biorreatores sulfidogénicos, que
utilizam o sulfeto de hidrogénio produzido por SRBs para aumentar o pH e remover metais na
forma de sulfetos insollveis, por meio da precipitacéo seletiva controlada pelo pH (STEUDEL,
2000; NANCUCHEO; JOHNSON, 2012). Os biorreatores podem ser on-line, precipitam o
metal dentro do proprio biorreator, ou podem ser off-line, precipitam os metais de interesse em
um segundo compartimento (como frasco lavador ou outro reator). (JOHNSON; HALLBERG,
2005; JAMESON et al., 2010).

Duas tecnologias utilizando biorreatores off-line j& foram descritas e colocadas em
prética para o tratamento de AMD: o processo Thiopaq (Thiopaq processes) e o sistema
Biosulfide (Biosulfide system).

O Thiopag, desenvolvido pela companhia PAQUES, comecou a ser utilizado em 1992
para o tratamento de aguas subterraneas 4cidas da refinaria de zinco Budelco da Holanda. Em
1995, uma planta piloto também foi utilizada para tratar 4gua com elevadas concentragdes de
metais e metaloides da mina de cobre Kennecott, em Bingham Canyon, Utah, EUA. Neste
sistema, o cobre foi recuperado com uma eficiéncia de 99,9% (BOONSTRA et al., 1999).

O Thiopagq é dividido em quatro etapas (Figura 4): no biorreator 1 ocorre a reducédo de
sulfato (SO4%) em condigOes anaerdbias por SRBs, utilizando hidrogénio (Hz) como doador de
elétrons e didxido de carbono (CO.) como fonte de carbono (Equagéo 4) ou etanol (C.HsOH)
como fonte de carbono e doador de elétrons (Equagdo 5) (BOONSTRA et al., 1999),

produzindo sulfeto (HS") que é direcionado a outro frasco.

SO4% + 4H, + H* — HS™ + 4H,0 (Equacao 4)

3S04% + 2C2HsOH — 3HS™ + 3H,0 +3HCO;3 + CO2 (Equacéo 5)
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Figura 4. Esquema gréfico dos biorreatores e processos do Thipaq (MUY ZER; STAMS, 2008).
AMD: Drenagem acida de mina. R1: Reator que recupera o metal sulfetado; R2: separador de
placas inclinado para a recuperacgdo de enxofre. No biorreator 1 ocorre a redugdo do sulfato
(SO4%) a sulfeto (HS). O sulfeto passa para o reator (R1), onde ird reagir com metais,
precipitando metais sulfetados (como o sulfeto de zinco — ZnS). No biorreator 2 ocorre a
oxidacao do excesso de sulfeto gerando enxofre elementar (S°). E no reator 2 (R2) o enxofre é

separado.

O biorreator 2, aerdbio, contém Aciditiobacillus spp. que oxidam o excesso de sulfeto
em enxofre elementar, que ndo foi precipitado como metal sulfetado, aumentando o pH no
biorreator (Equacdo 6). O enxofre é separado em um separador de placas (R2) inclinado e o
metais sulfetados sdo separados em um outro reator (R1) (BOONSTRA et al., 1999).

HS +% 02 — S°+ OH" (Equacéo 6)

O sistema Biosulfide utiliza dois biorreatores que operam independente, um reator
quimico por onde a AMD entra em contato com sulfeto de hidrogénio gerado no biorreator
bioldgico. No biorreator quimico é realizado o controle de pH e concentragdo de sulfeto para
separacdo seletiva dos metais. Parte da AMD tratada no biorreator quimico entra no bioldgico

para fornecer sulfato para as SRBs. Para aumentar o pH da agua, além da alcalinidade produzida
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por SRBs, um agente alcalino também pode ser utilizado no biorreator quimico (ROWLEY et
al., 1997; JOHNSON; HALLBERG, 2005).

3.3.Microrganismos Sulfato Redutores

Microrganismos sulfato redutores possuem a capacidade de realizar a redugédo
dissimilatoria de sulfato (SO4%) ou enxofre elementar (S°) a sulfeto (HS") (MUY ZER; STAMS,
2008). Sdo organismo de respiracdo anaerébia e podem estar presentes em diferentes ambientes
que contem sulfato, desde solo, &gua doce, sedimentos marinhos, lamas de vulcdes, drenagem
acida de mina e até em lagos com 4gua salgada (MUY ZER; STAMS, 2008).

A maioria dos sulfatos redutores s&o bactérias pertencentes a classe Deltaproteobacteria
(como os dos géneros Desulfovibrio spp.), seguindo por aqueles dentro da classe Clostridia
(géneros Desulfotomaculum, Desulfosporosinus e Desulfosporomusa), linhagens termofilas
Nitrospirae (género Thermodesulfovibrio), Thermodesulfobacteria (9énero
Thermodesulfobacterium) e Thermodesulfobiaceae (género Thermodesulfobium). Apenas duas
linhagens de arqueias sdo redutores de sulfatos, Euryarchaeota (género Archaeoglobus e as
termoaciddfilas moderadas do género Thermoplasma), e Crenarchaeota (género
Thermocladium, Caldirvirga e as termoacidofilas géneros Acidianus, Stygiolobus,
Sulfurisphaera) (MUYZER; STAMS, 2008; JOHNSON; HALLBERG, 2009).

A maioria das SRBs apresentam um pH 6timo de crescimento entre 6 e 8 e sdo mesofilas
(WIDDEL, 1998), mas algumas j& foram isoladas de ambientes com temperatura extrema,
como as termofilas Thermodesulforhabdus norvegicus, Archaeoglobus fulgidus,
Desulfotomaculum spp.) (BEEDER; TORSVIK; LIEN, 1995; ZELLNER et al., 1989) e as
psicrotolerantes Desulfobacter psychrotolerans, Desulfovibrio cuneatus e Desulfovibrio
litoralis (SASS et al.,, 1998; TARPGAARD; BOETIUS; FINSTER, 2006; SANCHEZ-
ANDREA et al., 2015). Dois Desulfosporosinus, D. acididurans e D. acidiphilus, foram
descritos com a capacidade de sobreviver em ambientes acidos, entre 3,8 e 5,5, apresentando
pH 6timo de crescimento de 5,5 (D. acididurans) e 5,2 (D. acidiphilus) (ALAZARD et al.,
2010; SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).

Para que o sulfato seja utilizado por esses microrganismos como aceptor final de
elétrons ele precisa primeiramente ser ativado. 1sso é necessario pois o sulfato é um aceptor de

elétrons desfavorével, por possuir um par redox sulfato-sulfito com um potencial de redugéo
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(E") de -516 mV, valor muito negativo para que os mediadores de elétrons, ferredoxina ou
NADH, possam reduzi-lo (MUY ZER; STAMS, 2008).

O sulfato é entdo ativado pela enzima ATP sulfurilase, que catalisa a ligagdo do ion
sulfato a um fosfato da ATP formando a adenosina fosfosulfato (adenosine phophosulfate —
APS). O sulfato presente no APS é reduzido a sulfito (SOs*) pela enzima APS redutase
liberando adenosina monofosfato (adenosine monophosphate — AMP). Apos a formacdo do
sulfito, a enzima sulfito redutase catalisa a reacdo de sulfito a sulfeto, que sera liberado pela
célula (Figura 5) (MADIGAN et al., 2010).

ATP PP, APS AMP Sulfito

redutase redutase
SO;™ N 2, APS - L 307" ———> H,S -

P y 3 r
ATP sulfurilase 7
/ = P4

ze— - 69 -~

+ Excrecao

Figura 5. Reagéo dissimilatoria do sulfato (MADIGAN et al., 2010).

Os organismos sulfatos redutores podem ser divididos em dois grupos de acordo com a
sua capacidade de degradagdo de compostos orgénicos, grupo I: que degradam compostos como
0 lactato, piruvato, malato, &lcoois primarios incompletamente a acetato, e grupo Il: que
degradam compostos, como acetato, lactato, succinato completamente a dioxido de carbono
(MUY ZER; STAMS, 2008; MADIGAN et al., 2010).

Desulfosarcina, Desulfonema, Desulfococcus, Desulfobacterium, Desulfotomaculum e
certas espécies de Desulfovibrio e Desulfosporosinus sdo capazes de crescer
quimioautotroficamente utilizando hidrogénio (H2) como doador de elétrons, sulfato (SO4%)
como aceptor de elétrons e didxido de carbono (CO2) como Unica fonte de carbono (ALAZARD
etal., 2010; MADIGAN et al., 2010; SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).

Em lugares acidos que contém sulfato e ocorre a redugdo dessa molécula, pesquisadores
afirmam que essa reducgdo é causada por bactérias (JOHNSON; HALLBERG, 2009), uma vez
que ha evidencias de que arqueias acidofilas reduzem apenas enxofre elementar a sulfeto
(JOHNSON; HALLBERG, 2009), porém o isolamento de SRBs aciddfilas ou acido-tolerantes
mostrou-se bastante complicado. Mesmo em lugares &cidos que apresentam sulfidogénese a
maioria dos isolados foram SRBs j& conhecidas por serem muito sensiveis a ambientes acidos

(pH < 5) (TUTTLE et al., 1969; SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).
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Johnson e Hallberg (2009) apresentam duas possibilidades para a dificuldade em se
isolar esses microrganismos: (i) a toxicidade de &cidos organicos de baixo peso molecular,
como o &cido acético, presentes em pH baixo como moléculas ndo carregadas/nédo dissociadas.
Essas moléculas sdo normalmente lipofilicas, entram no citoplasma das células, que mesmo em
bactérias acidofilas é neutro, causando a dissociagdo do 4cido, fazendo com que haja uma maior
entrada de prétons no citoplasma e uma diminui¢cdo do pH do mesmo, provocando morte
celular; (ii) o sulfeto de hidrogénio, produzido pelas SRBs, é toxico para as bactérias em
concentracdes pequenas como 3 mM e em pH < 4. A forma mais simples de acetato (C2Hz02)
em pH &cido esta presente na sua forma ndo dissociada como acetato de hidrogénio ou 4cido
acético (CH3COOH). O &cido acético apresenta uma maior toxidade para esses microrganismos
do que o acetato, sendo toxico em concentra¢des maiores que 0,90 mM (REIS et al., 1990).

Devido esse problema, acidos organicos, como o cido acético, ndo podem ser usados
nos meios de cultivos para SRBs acidéfilas como uma fonte de carbono. Até mesmo alcoois,
como o glicerol, podem ser compostos probleméticos pois uma grande parte das redutoras de
sulfato degradam composto orgénicos incompletamente liberando o acetato como produto,
molécula téxica para SRBs (REIS et al., 1990; KIMURA; HALLBERG; JOHNSON, 2006;
JOHNSON; HALLBERG, 2009).

Pesquisas de Johnson e colaboradores (2009) e Kimura e colaboradores (2006)
utilizaram bactérias heterotréficas para consumir esse acetato diminuindo sua concentragéo no
cultivo. Para inibir a toxidade do sulfeto de hidrogénio, € utilizado zinco nos meios de cultura
para SRBs, para reagirem com sulfeto de hidrogénio, ocasionando a precipitagdo em sulfeto de
zinco ( KIMURA; HALLBERG; JOHNSON, 2006; JOHNSON; HALLBERG, 2009).

Apesar dessas SRBs produzirem sulfeto que € toxico, com odor desagradavel e provocar
a corrosdo de canos do sistema de esgoto e da industrial petroquimica, elas também podem ser
utilizadas nos tratamentos bioldgicos de aguas residuais com metais pesados, como as AMD,
onde a producéo de sulfeto (Equacéo 7) ir& reduzir a quantidade de metais pela precipitacdo na
forma de metais sulfetados (Equacio 8), diminuir a quantidade de sulfato (SO4%) que € utilizado
com aceptor de elétrons, e aumentar o pH, pela diminuicéo de ions dissolvidos (JOHNSON;
HALLBERG, 2005; MUY ZER; STAMS, 2008; JOHNSON; HALLBERG, 2009).

SO4* + 2C3Hg03+ 3H" — H,S + 3C,H302 + 4H20 (Equagéo 7)

24



Zn?" + H,S — ZnS + 2HY (Equagéo 8)

3.4.Anélise de diversidade de microrganismos com o0 16S rRNA

O gene 16S rRNA ou subunidade menor ribossomal 16S é um dos marcadores
moleculares mais utilizados em andlises filogenéticas, identificacdo taxondmica bacteriana e
analise da diversidade de microrganismos em um consércio (CLARRIDGE, 2004). Esse
marcador € universal para bactérias e arqueias, facilitando assim as analises filogenéticas
(CLARRIDGE, 2004), e analises de diversidade dos microrganismos.

A sequéncia do gene 16S rRNA apresenta aproximadamente 1550 bp e contem regides
altamente conservadas, possibilitando a constru¢do de primers. Ao mesmo tempo, possui
regies hipervaridveis, intercaladas por regides conservadas, o que possibilita a caracterizagéo
da diversidade taxondémica de microrganismos (WOESE et al., 1975; CLARRIDGE, 2004;
YANG; WANG; QIAN, 2016). O gene 16S rRNA apresenta 9 regides hipervariaveis, chamadas
de V1 a V9. A regido V4 € mais utilizada como marcador genético de bactérias sendo 6tima
para estudos filogenéticos de bactérias (PEER; CHAPELLE; WACHTER, 1996; YANG;
WANG; QIAN, 2016).
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4. JUSTIFICATIVA

A drenagem &cida de mina € um dos problemas mais preocupantes produzidos pela
inddstria mineradora. Apresentando uma agua rica em metais e metaloides dissolvidos, grande
quantidade de sulfato e um pH muito acido. N&o estando dentro dos limites legais para
liberac&o, de acordo com as resolugdes CONAMA n° 357 (Brasil, 2005) e n° 430 (Brasil, 2011),
e quando liberado, inadvertidamente, no ambiente pode provocar sérios problemas aos
organismos e ao ecossistema como um todo.

Um dos métodos mais utilizados no tratamento de AMD ¢ a utilizacéo de cal (6xido de
célcio — CaO). Apesar de aumentar o pH do meio, € um processo que apresenta altos custos
operacionais e produz um lodo rico em sulfato e metais. Produzindo dessa forma outro poluente
que precisa ser armazenado em local apropriado.

Devido a ineficiéncia dos métodos mais utilizados, a utilizacdo de SRBs cultivadas em
biorreatores em tratamentos de AMD é bastante atrativa, pois possibilita a reducéo do sulfato e
metais dissolvidos e o aumento do pH do meio. Além de, possibilitar a recuperacdo de metais
de interesse econdmico. As SRBs sdo organismos que realizam a reducédo dissimilatoria de
sulfato podendo ser utilizadas em tratamentos bioldgicos de AMD, pois utilizam o sulfato do
ambiente como aceptor de elétrons na redugdo do sulfato para sulfeto, diminuindo a
concentragdo desse ion no meio. Como a reacdo de reducdo de sulfato é préton consumidora,
as SRBs aumentam o pH do meio, pela diminuicdo dos ions H* dissolvidos. E podem ocasionar
a precipitacdo de metais de interesse devido a reagdo desses com o sulfeto de hidrogénio,
produto da reagéo de reducgéo de sulfato.

Apesar de tecnologias utilizando SRBs em biorreatores para o tratamento de AMD ja
terem sido desenvolvidas e colocadas em pratica, como a Thiopaq e Biossulfide, nestes
trabalhos foram utilizadas bactérias que ndo apresentam a capacidade de sobreviver em
ambientes &cidos, fazendo com que haja a necessidade de se utilizar dois reatores ou a adigao
de um agente neutralizante para aumentar o pH. Aumentando 0s custos do processo.

Por isso, novos estudos precisam ser realizados na busca de SRBs que apresentem a
capacidade de sobreviver em ambientes &cidos e que possam ser utilizadas no tratamento de
AMD apresentando um alto desempenho e diminuindo os custos do processo. No projeto
descrito foi realizado um estudo de um novo consorcio de bactérias, com capacidade de
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sobreviver em ambientes &cidos e possibilitando o tratamento de uma AMD sintética.
Monitorando a diminuicdo da concentragdo do sulfato no meio, o aumento do pH e a
precipitacdo de metais de interesse econdmico. Com os resultados foi possivel observar a

possibilidade de utilizar esse consércio no desenvolvimento de uma tecnologia nacional de
tratamento de AMD.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo Geral

Estudo da capacidade de tratamento de drenagem é&cida de mina de cobre de um

consorcio bacteriano cultivado em biorreator sulfidogénico de bancada ao longo de 342 dias.

Analisando a capacidade do consdrcio em sobreviver em ambientes &cidos e possibilitando a

precipitacdo de metais de interesse.

5.2.0bjetivos Especificos

i.
ii.
iii.
iv.
V.

Vi.

Vii.

viii.

Monitorar a mudanga de pH em um biorreator de bancada;

Monitorar o consumo de glicerol;

Monitorar a produgéo de acetato;

Monitorar o consumo de sulfato;

Aferir o crescimento populacional total,

Aferimento da atividade do sistema transportador de elétrons e a producéo de enzimas
desidrogenases;

Estimar a atividade enziméatica microbiana total;

Realizar a quantificagdo dos biopolimeros (carboidratos, lipidios e proteinas) produzidos

pelo consorcio bacteriano;

. Estudar a mudanca da diversidade de consércio por meio da analise do gene que codifica

16S rRNA.
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6. METODOLOGIA

A contagem do nimero de células totais e 0 monitoramento da concentracao de glicerol,
acetato e sulfato foram realizados duas vezes na semana. A quantificacdo de biopolimeros,
ensaios da atividade enzimatica das esterases e desidrogenases foram realizados uma vez na
semana. E as amostras para analise de diversidade de microrganismos foram retiradas uma vez
na semana. Todos os reagentes utilizados nas analises foram obtidos da Sigma-Aldrich,

Alemanha.

6.1.Cultivo do consdrcio

O consarcio bacteriano utilizado no trabalho é da colecéo do laboratorio do Dr. lvan
Patricio Nancucheo Cuevas, pesquisador da Universidad San Sebastian (Chile). As bactérias
foram isoladas de um sedimento do leito de um rio adjacente a uma mina abandonada de
enxofre, no Atacama Chileno (comunicagdo pessoal, Nancucheo).

O isolamento foi realizado como descrito por Nancucheo e colaboradores (2016). As
amostras de sedimento superficial foram coletadas e colocadas em tubos falcons estéreis. No
laboratério, um volume de 0,5 mL de sais basais (heterotrophic basal salts — HBS) com pH 2,5
foi adicionado a 0,5 g de sedimento. Foram realizadas dilui¢Bes seriadas com a mistura HBS +
sedimento, distribuidas em placas de petri com meio sélido de duas camadas para o cultivo.

No preparo do meio sélido de duas camadas, foram utilizados reagentes de alta pureza
analitica (Sigma Alemanha), sendo preparado duas solugdes (A e B) e uma terceira solucéo de
sulfato de ferro 111. A solugéo A apresentava em sua composigéo: (i) um volume de 20 mL de
HBS, contendo os reagentes nas seguintes concentragdes: MgSOa-7H20 (25 g.L™?), (NH4)2S0s
(22,5 g.LY), NazS04-10H20 (7,5 g.L ), KH2PO4 (2,5 g.L 1), KCI (2,5 g.L ) e Ca(NO3)2-4H20
(0,7 g.LY), com a adicdo de 770 mL de agua de osmose reversa; (ii) 4 mL de glicerol (1 M),
(iii) 0,1 g de extrato de levedura; (iv) 7 mL de sulfato de zinco (1 M); (v) 0,875 g de sulfato de
magneésio; (vi) 1 mL de elementos tragos (trace elements - TE) contendo os reagentes nas
seguintes concentragdes: ZnSOa4-7H20 (10 g.L™?), CuSO4-5H,0 (1,0 g.LY), MnSO4-4H,0 (1,0
g.Lh), CoSO047H20 (1,0 g.L?), Cra(SOs4)3-15H.0 (0,5 g.L™), HsBOs (0,6 g.L™),
NazMoO4-2H,0 (0,5 g.L), NiSO46H.0 (1,0 g.L?), NaSeOs10H,O (1,0 g.L?),
Na;WO4-2H20 (0,1 g.L %) e NavO3 (0,1 g.L™%). A solucio B apresentava 5g de agarose (sigma
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tipo 1) diluidos em 200 mL de &gua de osmose reversa. As duas solugdes foram autoclavadas
(121 °C por 20 minutos). A terceira solucdo de sulfato de ferro Ill foi filtrada com uma
membrana de 0,2 pum.

As solugdes foram misturadas a solucdo de sulfato de ferro 111 e a mistura foi dividida
em porcdes de mesmo volume. Em uma das por¢des, foi adicionado um volume de 10 mL de
cultura de “Acidocella aromatica” e 20 mL dessa solugio com a bactéria foi inserida em placas
de petri (Figura 6a). Apds essa camada se solidificar, 20 mL da outra por¢do do meio sem a

adicdo da bactéria foi adicionada na placa de petri em cima da primeira camada (Figura 6b).

b il

Figura 6. Esquema do meio dupla camada. (a) primeira camada de meio, em azul, contendo
“Acidocella aromatica™; (a) segunda camada de meio em laranja sem bactéria (NANCUCHEO
etal., 2016).

As placas que apresentaram um precipitado preto, devido a precipitagéo do ferro, foram
selecionadas e as colbnias presentes foram cultivadas em meio liquido. O meio liquido
apresentava em sua composicdo HBS, TE, sulfato de magnésio todos nas concentragdes
descritas anteriormente, glicerol 4 mM, 0,01% (w/v) de extrato de levedura e 7 mM de sulfato
de zinco. O pH do meio foi ajustado para 3,5 com &cido sulfdrico (1 M) e a solucédo foi
autoclavada (121 °C por 20 minutos). Sulfato de ferro Ill, filtrado, foi adicionada ao meio j&
resfriado em uma concentragdo final de 100 pm.

Os cultivos com meio solido e liquido foram incubados em jarras anaerébias Oxoid™
AnaeroJar™ Base, Jar (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) em uma temperatura de 30
°C, com saché Oxo0id™ AnaeroGen™ 2.5 L Sachet (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) para manutencdo do ambiente anaerdbio.

Até a transferéncia do consorcio para o biorreator, o cultivado era realizado em frascos

de 500 mL, com 10 mL de HBS, 0,5 mL de TE, 2 mL de solugdo de sulfato de zinco (4 mM),
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0,05 g de extrato de levedura, 0,437 g de sulfato de magnésio e 3 mM de glicerol, completada
para 500 mL com &gua de osmose reversa e ajustado o pH para 3,5 com éacido sulfurico. Gas
nitrogénio livre de oxigénio (150 mL.min) era borbulhado para o meio por 30 minutos, para
manter as condicOes anoxicas, e a solucdo era autoclavada a 121 °C por 20 minutos, antes do
repique(transferéncia do consorcio de um meio cultura antigo para o novo meio). O cultivo era
incubado em jarras anaerobias Oxoid™ AnaeroJar™ Base, Jar (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA) com saché Oxo0id™ AnaeroGen™ 2.5 L Sachet (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA), a uma temperatura de 30 °C, dentro das jarras também era colocado um tubo falcon

com 5 mL de sulfato de cobre, para observar se estava ocorrendo a precipitagdo do metal.

6.2.Montagem do Biorreator

O cultivo do consorcio de bactérias no biorreator foi realizado de acordo com o descrito
no experimento de Santos e Johnson (2016). O experimento durou 342 dias, sendo que 0
biorreator foi mantido em um periodo de adaptagéo durante os primeiros 40 dias, onde o sistema
foi mantido em batelada, sem retirada ou entrada de alimentagc&o. Ap6s os 40 dias de adaptacao,
o biorreator foi mantido em fluxo continuo até o final do experimento.

Para o preparo inicial do biorreator (Figura 7), foi utilizado um volume de trabalho de
2,3 L. Um volume de 1 L de pérolas de vidro de 2 mm diametro foi colocado no reator, ambos
estéreis, para auxiliar na colonizacdo das bactérias, com 800 mL de meio de cultura como
descrito pelo topico 6.1. Por 30 minutos gas nitrogénio livre de oxigénio (150 mL.min'?) filtrado
(filtro de 0,22 um) foi borbulhado para o biorreator, para manter as condigdes anoxicas e 0
biorreator foi autoclavado (121 °C por 20 minutos). Apds a esterilizacdo e o resfriamento do

meio, 500 mL de indculo foram adicionados.
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Figura 7. Biorreator utilizado no experimento. 1: Frasco lavador; 2: Biorreator; 3: Unidade
FerMac. 4: AMD de alimentagéo.

O biorreator de 2,5 L (Figura 8) foi acoplado a unidade FerMac 310/60 (Eletrolab., UK)
para controle do pH (pH 5,0) utilizando dois potencidmetros, um em um volume de 1,7 L
(superior — pH1) e outro em contato com as pérolas de vidro (inferior — pH2), temperatura (30
°C), agitacdo (40 rpm) e entrada e saida de fluxo controlada por bombas peristalticas da
unidade.
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Figura 8. Representacdo grafica do biorreator utilizado nos ensaios, ilustragdo modificada de
Santos e Johnson (2017). N2: nitrogénio; H.S: sulfeto de hidrogénio; CuS: Sulfeto de cobre. As

setas representam a direcéo do fluxo de liquido ou gas.

Para alimentagdo do biorreator foi utilizada uma AMD sintética baseada na AMD de
Sossego descrita por Santos e Johnson (2017) (Tabela 2), com pH ajustado, inicialmente, para
2,1 sem a adicdo de cobre, com adigéo, inicialmente, de 3 mM de glicerol, 0.01% de extrato de

levedura, HBS e TE (nas concentra¢des descritas pelo topico 6.1).
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Tabela 2. Composicéo quimica da AMD sintética de Sossego adaptado de Santos e Johnson (
2017).

fons Concentragdo (mM)
CaS04.2H.0 7,00
MgSO4.7H20 4,00
Na>S04.10H.0 2,10
K2SO4 0,28
NiSO4.6H20 0,27
MnS0O4.H20 0,15
Co0S04.7H0 0,04
ZnS04.7H20 0,02

Foi acoplado ao biorreator um frasco lavador, para saida do gas H>S, com a AMD
sintética contendo cobre (CuSO4.5H,0 7,50 mM) para analise da precipitacdo desse metal. Para
manter as condic¢Bes andxicas e facilitar a saida de H2S, gas nitrogénio livre de oxigénio filtrado
(filtro de 0,22 um) foi bombeado para o biorreator com um fluxo de 150 mL.min™.

O fluxo de entrada da alimentagéo foi realizado pelo controle de pH, configurado para
5,0. Devido a reducéo de sulfato ser proton consumidora, as bactérias aumentavam o pH, com
0 pH > 5,0 ocorria a entrada de liquido para diminui¢do do pH até o valor configurado (pH =
5,0). A saida foi controlada pelo sistema de nivel, quando o liquido ultrapassava o volume de
2,3 L 0 mesmo era retirado por bombeamento.

No periodo de adaptacdo, foi retirado 500 mL de meio e colocado 500 mL de inéculo
nos dias 7 e 14 de operagdo. Apds os 40 dias de adaptacgdo, o sistema foi mantido em fluxo
continuo controlado pelo pH, enquanto o pH estivesse acima de 5,0 havia entrada de

alimentacé&o.

6.3.Crescimento populacional total.

Crescimento populacional total foi analisado pela contagem do ndmero de células
bacterianas totais, utilizando uma camara de Neubauer (Brand, Alemanha) e 0 microscopio
Optico Leica DM 3000 LED (Leica Microsystems, Alemanha). A cdmara de Neubauer contém

grades quadriculares (grid), subdivididas em 16 quadrados com 0,0625 mm? de éarea e
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profundidade de 0,1 mm, nessa area foi adicionado um volume de 10 pL de amostra do
biorreator para contagem das células. Células por mL foi calculado pela formula descrita nas
instrucbes da camara para contagem (Equacdo 9) (Disponivel em: https://www.brand.de
[fileadmin/user/pdf/GK900/Zaehlkammern/GK900_05_Clinical_Lab_Zaehlkammern_e.pdf).

Células contadas

Células.mLt= ( )/ 108 (Equacéo 9)

Quadrados (mm?) x profundidade da cimara (mm) x diluigio
6.4.Monitoramento das concentragdes de glicerol, acetato e sulfato.

As concentracdes de glicerol, acetato e sulfato foram monitoradas por cromatografia de
fons com o cromatografo Dionex™ 1CS-5000 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Para
verificar a concentragdo de glicerol das amostras foi utilizado uma coluna Carbo Pac MAL, um
detector Amperométrico ED e como eluente foi utilizado uma solucdo de NaOH (0,5 M) e para
concentracdo de sulfato e acetato foi utilizado a coluna lon Pac AS-11, com um detector de

condutividade e como eluente foi utilizado uma solugdo de KOH (10 mM) (Tabela 3).

Tabela 3. CondicGes para analises cromatogréficas.

Coluna Detector Eluente
) Amperométrico NaOH
Glicerol Carbo Pac MA1
ED 0,5M
Acetato e . o KOH
lon Pac AS-11 Condutividade
Sulfato 10mM

A cromatografia ibnica é baseada na reacéo de adsorcdo reversivel e diferencial dos ions
de uma amostra e uma substancia sélida (coluna), altamente carregada. Uma amostra ani6nica
ou catidnica, dependendo do tipo de andlise, junto com um eluente é injetada na coluna, onde
ocorre a adsorcdo dos ions da amostra & coluna. Com ions com maior afinidade pelos grupos
da coluna, o eluente ajuda a carrear e separar os ions das amostras, fazendo com que esses sejam
separados da coluna em tempos de retencdo diferentes, devido a afinidade diferencial de cada
um. Esses ions separados vao entdo passar por um detector, que ird analisar e gerar um
cromatograma (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997; FELIZZOLA; PIRES, 2012).
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Para construcéo da curva de calibracdo para anélise de glicerol foi utilizada uma solugéo
de glicerol nas concentragdes 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mM. E para andlise de acetato e sulfato foi
utilizada uma solucéo de &cido acético e sulfato de sodio nas concentra¢des 0,1, 0,25, 0,5, 0,75
el mM.

6.5.Quantificacéo dos biopolimeros (carboidratos, lipidios e proteinas totais)

A quantificacéo de biopolimeros sollveis (carboidratos totais, lipidios totais e proteinas
totais) foram realizadas com 1 mL de amostra. Todas as anélises foram realizadas em triplicata
e analisadas por espectrofotometria no Biochrom Libra S80 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK).
A quantificagdo comegou a ser realizadas apds o inicio do fluxo continuo, no dia 41 de
operagéo.

Os procedimentos utilizados foram adaptados de Dubois e colaboradores (1956) e
Gerchacov e Hatcher (1972), para quantificagéo de carboidratos totais, utilizando glicose como
padrdo; Hartree (1972), Lowry e colaboradores (1951) e Rice (1982), para quantificagédo de
proteinas totais, utilizando como padréo albumina de soro bovino, fragdo V; Bligh e Dyer
(1959) e Marsh e Weinstein (1966), para quantificacdo de lipidios totais, utilizando como
padréo a tripalmitina.

Para quantificagdo de carboidratos totais, um volume de 1 mL de amostra foi adicionado
1mL de fenol 5%. A mistura foi entdo agitada em vortex e incubada por 20 minutos. Apés
incubacgéo, foi adicionado a mistura 5 mL de H>SO4. A mistura foi agitada em vortex e
centrifugada a@ 3000 rpm por 5 minutos. Por fim foi realizada a diluicdo da amostra, na
proporcao 1:1, para analise no espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 490 nm.

Para quantificacéo de proteinas totais, foi adicionado a amostra 1 mL de solucéo alcalina
(NaOH 8g.L e Na,CO3 40g.L ™), essa mistura foi incubada por 30 minutos. Apds a incubagéo,
2,2 mL de 4gua deionizada e 0,2 mL de solugdo de sulfato de cobre/solucéo de tartarato de
sodio e potéssio foram adicionados a mistura. Ap6s 15 minutos de incubacéo, foi adicionado
0,1 mL de Folin. Por fim, depois de 30 minutos de incubacdo a amostra foi centrifugada a 3000
rpm por 5 minutos. Apoés a centrifugagdo, foi analisada em comprimento de onda de 660 nm.

Para quantificacdo de lipidios totais, foi adicionado & amostra um volume de 2,5 mL de
metanol e 1,25 mL de cloroférmio, sendo a mistura posteriormente incubada por 10 minutos a

4 °C. Apos a incubacdo, 1,25 mL de agua deionizada foram adicionadas e a amostra
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centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi separada em duas fases e a
fase orgénica transferida para um tubo de ensaio limpo para evaporagdo. Apds a evaporacdo
total do liquido, 2 mL de H2SO4 foram adicionados ao tubo de ensaio, que foi aquecido a 180
°C por 15 minutos. Em seguida, no tubo de ensaio resfriado foi adicionado um volume de 3 mL
de agua deionizada e essa mistura foi colocada em tubos de ensaios de 15 mL para centrifugacdo
a 3000 rpm por 10 minutos. Apos a centrifugacéo, a amostra foi analisada em comprimento de
onda de 375 nm

6.6.Andlise da atividade enziméatica microbiana total e analise da desidrogenase.

Os procedimentos utilizados foram adaptados de Stubberfield e Shaw (1990), para
analise da atividade enzimatica das esterases e adaptado de Trevors (1984) e Houri-Davignon
e Relexans (1989), para andlise de desidrogenase. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata, com 1 mL de amostra em cada tubo, e analisadas por espectrofotometria utilizando o
Biochrom Libra S80 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK). Os dois ensaios comegaram a ser
realizados ap6s o inicio do fluxo continuo.

O ensaio que gera uma estimativa da atividade enzimatica microbiana total de uma
amostra, é realizado pela hidrolise do diacetato de floresceina a fluoresceina, que pode ser
realizado por uma variedade de enzimas incluindo esterases, proteases e lipases
(STUBBERFIELD; SHAW, 1990; MAIER; PEPPER; GERBA, 2009).

Um volume de 1 mL de amostra foi tratado com um volume de 19 mL de solugdo tampéo
de fosfato (KH2PO4 0,1 M e NaOH 0,1 M) e 100 pL de diacetato de fluoresceina (10 pg.mL™).
A mistura foi incubada em um shaker a 24 °C por 75 minutos, protegida da luz. Apds os 75
minutos, a solugéo foi para um banho de gelo por 10 minutos para parar a reacdo das enzimas
com o diacetato de floresceina. Por fim a solucéo foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm.
O sobrenadante foi analisado em um espectrometro em um comprimento de onda de 490 nm.
Os dados foram expressos em pg fluoresceina. h™t. mL™ usando uma curva padréo de calibragéo
de fluoresceina. O controle (branco) foi preparado com 19 mL de tampdo fosfato e 100 pL de
acetona.

O ensaio de desidrogenase fornece uma estimativa do metabolismo aerdbio e anaerébio
de uma amostra pela medicéo da atividade do sistema transportador de elétrons da respiracéo

(Electron transport system activity — ETSA), por meio da reagdo catalisada por um conjunto de
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enzimas desidrogenases. Estas enzimas intracelulares catalisam as reagdes de oxido-redugéo
que ocorrem na respiracdo (HOURI-DAVIGNON; RELEXANS, 1989; MAIER; PEPPER,;
GERBA, 2009).

Para o experimento, um volume de 1 mL de amostra e 0,2 mL de INT (cloreto de 2-[(p-
iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolium]) 8 mM foram adicionados em tubos de ensaio
com tampa. A mistura foi incubada, protegida da luz, por 35 minutos ap6s esse tempo foi
adicionado 5 ml de metanol, para extragdo do INT formazan produto da reacdo catalisada pela
desidrogenase com o INT. Ap6s 10 minutos, a mistura foi centrifugada (10 minutos a 3000
rpm) e analisada em comprimento de onda de 475 nm. O controle foi preparado com 1 mL de
4gua deionizada e 5 mL de metanol. Os resultados foram expressos em pL O2 ht. mL?

utilizando para o calculo uma curva padréo de calibragdo INT-formazan sintético.

6.7.Mudanca da diversidade de consorcio contido no biorreator

A andlise de diversidade dos microrganismos contidos no biorreator foi realizada por
meio do sequenciamento da regido V4 do gene 16S rRNA e analise posterior desse fragmento
utilizando o protocolo do QIIME. As amostras utilizadas nesse estudo foram coletadas em
periodos de 50 em 50 dias, apds a fase de adaptacdo do biorreator, e uma amostra do indculo

foi analisada para comparagéo. No total 7 amostras foram sequenciadas e analisadas.

6.7.1. Extracdo do DNA

Um volume de 40 mL de cada amostra foi filtrado em membranas de acetato de celulose
(Merck Millipore, USA) de 0,2 um tamanho de poro e 25 mm de diametro. As bactérias
aderidas as membranas foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit PowerSoil
Ultraclean Microbial DNA Isolation Kits (MoBio, CA, USA), conforme as instrugdes do
fabricante. Para confirmar e averiguar a integridade e a qualidade do DNA, o mesmo foi
submetido a eletroforese em gel de 1% de agarose com 10x tampédo TBE (Tris-borato 45 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0), por 40 minutos a 90 V. Tampdo de carreamento (glicerol 50%, azul de
bromofenol 0,25% e 4gua ultrapura) e SYBR® Green | (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA)
foram utilizados por amostras. A quantificagdo do DNA em ng.uL™ foi realizada com o Qubit®
2.0 fluorometer com o kit Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen™).
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6.7.2. Amplificacdo do gene 16s rRNA

Para amplificacdo da regido V4 do gene 16S rRNA do consorcio de bactérias, foram
realizadas duas reacOes em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR). Na
primeira PCR, foram utilizados os primers 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') e
806R (5'-GGACTACHVG GGTWTCTAAT-3") (CAPORASO et al., 2012). A reagdo da PCR
1 continha 1- 2 ng de DNA para um volume final de 50 uL de reacéo, 0,2 mM de dNTPs, 3 mM
de MgClz, 0,3 uM de cada iniciador, 0,25 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, CA, EUA) e
1 x de tampa@o de reacdo (Invitrogen, CA, EUA).

As reagdes 1 foram submetidas as seguintes condi¢des de termociclagem: temperatura
inicial de desnaturagéo 94 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
45 segundos, anelamento 50 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos,
e um periodo final de extenséo a 72 °C por 10 minutos.

Na segunda PCR, foram utilizados os primers 806R (5-GGACTACHVG
GGTWTCTAAT-3) e 515F (5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") contendo barcodes
(Invitrogen, CA, EUA) de 13 bp (CAPORASO et al., 2012). Para cada amostra foi utilizado um
barcode diferente, com a finalidade de identificar a amostra na analise posterior. A reacéo
continha as mesmas concentracdes dos reagentes utilizados na primeira reagdo. As reacdes 2
(PCR 2) foram submetidas as mesmas condigdes de termociclagem da primeira reagdo, com
mudanca apenas da temperatura de anelamento de 50 °C para 62 °C.

Os produtos da PCR 2 foram purificados com o QIAquick PCR Purification kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha) e submetidos a eletroforese em gel de 1% de agarose com 10 x
tampdo TBE, por 45 minutos a 90 V. A quantificacdo foi realizada com o Qubit® 2.0
fluorometer com o kit Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen™).

6.7.3. Sequenciamento

Os amplicons, obtidos na PCR 2, foram sequenciados no lon Torrent PGM™ Hi-Q™
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), seguindo as instrucbes do fabricante para
sequenciamento das bibliotecas single-end.

Para construgéo das bibliotecas single-end, foi realizada uma mistura de uma mesma
concentragdo de DNA de cada amplicon. Célculo para volume de cada amostra de PCR

utilizada na mistura da biblioteca é fornecido pelo fabricante do protocolo de sequenciamento
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(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). A mistura dos amplicons foi utilizada na PCR em
emulséo para bibliotecas, para isso foi utilizado 0 Ton OneTouch™ 2 System Q™ (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) e os kit lon PGM Hi-Q View OT2 reagentes, lon PGM
Hi-Q OT2 solutions e lon PGM OT2 supplies Q™ (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA), seguindo as instrucdes do fabricante. Para a andlise da qualidade do PCR em emulséo
foi utilizado o Qubit® 2.0 fluorometer e 0 Ion Sphere™ Quality Control Kit (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante. Para o enriquecimento da
amostra foi utilizado o Ton PGM™ Enrichment Beads e o Ton OneTouch™ ES (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA), seguindo as instruc¢des do fabricante.

O produto do enriquecimento foi sequenciado em microchip lon 318 Chip
kit v2 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), utilizando os kit lon PGM sequencing
supplies, lon PGM Hi-Q View sequencing solutions, sequencing dNTPSs ( Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) no sequenciador lon Torrent PGM™ Hi-Q™ (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

6.7.4. Analise dos dados

Apobs o sequenciamento, todas as amostras foram analisadas utilizando o programa
QIIME (quantitative insights into microbial ecology) versdo 1 para o sistema operacional
Linux. O QIIME é um pipeline de cddigo aberto que possibilita a andlise filogenética,
classificacdo de sequéncias dentro de unidades taxondmicas operacionais (operacional
taxonomic unit - OTUs) e anélise de diversidade de microrganismos (CAPORASO et al., 2010).
Para a andlise foi utilizado o protocolo estabelecido pelo Brazilian Microbiome Project (BMP

— disponivel em: http://www.brmicrobiome.org/) (PYLRO et al., 2014).

6.7.4.1.Demultiplexacéo

Primeiramente as amostras foram demultiplexadas. O arquivo que é gerado pelo
sequenciador apresenta todas as amostras agrupadas em um sé arquivo, porém cada amostra
apresenta um adaptador (barcode) que a identifica. Para detectar a origem das sequéncias o
arquivo precisa ser demultiplexado. Entdo, um arquivo barcode.txt foi criado, contendo os

adaptadores que foram utilizados em cada amostra e seus respectivos codigos. Utilizando o
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comando fastx_barcode_splitter.pl a amostra foi demultiplexada baseada na sequéncia do
barcode e ao final cada sequéncia de reads foi identificada.

Apbs a demultiplexagdo, o primer 515F (5-GTGCCAGCNGCCGCGGTAA-3") e
adaptadores foram retirados das sequéncias utilizando 0 comando

fastg_strip_barcode_relabel2.py. Ao final, um arquivo do tipo fastq foi gerado.

6.7.4.2.Normalizac&@o do nimero de reads

Antes da analise taxondmica, foi realizado a normalizac¢do do nimero de reads de cada
amostra. A amostra com menor nimero de reads totais foi utilizada como padréo de corte para
as outras. Utilizando o comando seqtk sample -s 100 <input.fastq> <number_of_reads> >
<output.fastgq> o nimero de reads de cada amostra foi reduzido aleatoriamente de acordo com
0 padrdo para que ao final cada amostra apresentasse 0 mesmo ndmero de reads. Apds a
normalizagdo, as sequéncias quiméricas foram retiradas com o comando vsearch --uchime_ref

otusl.fasta --db trainset16_022016.rdp.fasta --nonchimeras otus.fasta.

6.7.4.3.1dentificacdo taxondmica até género utilizando o programa QIIME.

Apo6s a normalizagdo e a retirada de quimeras, as amostras passaram por um filtro de
qualidade, permitindo apenas erro menor ou igual a 1%, sendo o arquivo posteriormente
convertido ao formato fasta, além disso, as reads foram truncadas a 200 pb com o script vsearch
--fastx_filter ../$1 --fastq_qgmax 64 --fastq_maxee 1.0 --fastq_trunclen 200 --fastaout
${newfile}_clipped.fasta. Em seguida foi realizada a dereplicagdo, que seria a exclusdo de
sequéncias repetidas, com o script vsearch --derep_fulllength ${newfile} clipped.fasta --
output ${newfile}_derep.fasta --sizeout. A dereplicagéo gerou o arquivo _derep.fasta que foi
utilizado no passo seguinte.

As OTUs entdo passam por um filtro de sequéncias singletons, onde aquelas que séo
observadas menos de duas vezes foram removidas. As OTUs foram agrupadas utilizando o
método de UPARSE (EDGAR, 2013), agrupadas com uma porcentagem de identidade igual ou
maior que 97%. O proximo passo foi 0 mapeamento de reads de volta para o banco de dados
de OTUs, gerando arquivos _map.uc. As reads foram mapeadas para um agrupamento de OTU

utilizando como parametro a identidade maior ou igual a 97%.
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A classificagdo taxondmica das OTUs foi realizada utilizado o banco de dados do RDP
(Ribosomal Database Project) (COLE et al., 2014) com o script assign_taxonomy.py. O script
align_seqs.py foi utilizando para o alinhamento das sequéncias com as sequéncias de referéncia
do banco de dados do Greengenes (http://greengenes.secondgenome.com/).

As sequéncias foram entdo filtradas (com filter_alignment.py), uma arvore de
referéncia foi criada (com make_phylogeny.py). Os arquivos _map.uc, gerados no
mapeamento das reads, foram convertidos a otu_table.txt (com uc2otutab.py). A otu_table.txt
foi convertida a otu_table.biom, e os metadados de taxonomia foram adicionados a essa tabela.
As informagdes contidas na otu_table.biom foram resumidas com biom summarize-table
gerando um arquivo _biom_table. E como pardmetro de cobertura de sequenciamento para sub-
amostragem e cobertura méxima de rarefacdo foi utilizado o valor minimo de OTU necessario
para andlise de diversidade.

Para a andlise de diversidade foi utilizado o script core_diversity_analyses.py através
de aplicagbes métricas ndo filogenéticas. Para anélise de diversidade alpha e beta e as curvas
de rarefacdo, foi utilizado o script alpha_diversity.py e beta_diversity.py, respectivamente.
Ao final dessas anélises, foram gerados os histogramas de distancia, gréaficos de barras da
taxonomia, gréfico 3D da PCoA, matrizes de distancia e das coordenadas principais e graficos

das curvas de rarefacdo.

6.7.5. ldentificagdo taxondmica até espécie e arvore filogenética de SRBs.

O programa QIIME gera a identificacdo dos organismos até género. Para a identificacdo
da espécie, as sequéncias das bactérias dominantes foram submetidas ao banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando a ferramenta Blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi).

Para construcdo de um dendrograma de SRBs, as sequéncias de bactérias e arqueias que
podem reduzir sulfato foram buscadas e obtidas do banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essas sequéncias, junto com a sequéncia identificada como
pertencente a uma bactéria redutora de sulfato pelo QIIME, foram alinhadas utilizando o
programa CLUSTL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e editadas manualmente
utilizando o programa Bioedit (HALL, 2011). Para construcéo do dendrograma foi utilizado o
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 7 (KUMAR; STECHER,;
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TAMURA, 2016) utilizando o método de Méaxima verossimilhanga (YANG, 1994) e o modelo
Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980), com 1000 replicatas de Bootstrap.

6.8.Andlise estatistica

O programa PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) para Windows 10 foi
utilizado nas anlises estatisticas que foram realizadas no trabalho.

Os dados foram agrupados em trés conjuntos de dados, (i) utilizando os dados dos
resultados de todas as analises realizadas durante os 342 dias de experimento, exceto a analise
de diversidade de microrganismos, (ii) utilizando os dados normalizados da quantificacdo de
biopolimeros, atividade do sistema transportador de elétrons, atividade enzimatica das esterases
e crescimento populacional e (iii) utilizando os dados obtidos de todas as anélises realizadas,
selecionando apenas os dias utilizados para analise de diversidade dos microrganismos.

Em todos os conjuntos de dados foram realizados o teste de Kruskal-Wallis, utilizando
p < 0,05 para determinar aquelas com mudangas significativas. O teste Kruskal-Wallis é um
teste de analise de variancia que ird comparar se ha uma diferenca significativa em um conjunto
de dados (THEODORSSON-NORHEIM, 1986). Diferente do ANOVA, o teste Kruskal-Wallis
é um teste ndo paramétrico, sendo assim, esse teste ndo necessita que os dados estejam em um
distribuicdo normal ou sejam homogéneos (BIANCONI et al., 2008).

Para o primeiro conjunto de dados foi realizado também o teste de correlacdo com o
coeficiente de correlagdo de Spearman rs, com p < 0,05 para aquelas que apresentaram uma
correlacdo. O teste de correlacdo com coeficiente de Spearman rs é um teste ndo paramétrico,
que ird determinar o grau de associagdo entre duas amostras (ou, no caso, anélises) (AYRES et
al., 2007).

No segundo conjunto de dados, foi realizado o teste Mann-Whitney pairwise post-hoc.
Esse é um teste ndo paramétrico e é realizado para observar quais grupos especificos de
variaveis independentes sdo diferentes um do outro de forma estatisticamente significante, apds
uma analise multivariada ndo paramétrica. Como base, foi utilizado p < 0,05 e devido a natureza
dos dados, ndo foi utilizado a correcdo de Benferroni. (AYRES et al., 2007; PORTAL
ACTION, acesso: 28/01/2019).

E no terceiro conjuntos de dados foi realizada a anélise de componentes principais

(Principal Component Analysis - PCA). A PCA é um algoritmo matemético que reduz a
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dimensionalidade dos dados, mantendo a maior parte da variagdo no conjunto de dados. As
componentes principais, sdo dire¢ces nas quais a variacdo dos dados € maxima. Utilizando
apenas alguns componentes, cada amostra pode ser representada por relativamente poucos
nameros em vez de valores varidveis muito grandes. Ao final, um gréafico é gerado onde podera
ser analisado visualmente se ha uma correlagdo ou ndo entre amostras e determinar se as

amostras podem ser agrupadas (RINGNER, 2008).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.Mudanca do pH

O experimento foi realizado em um total de 342 dias, operando por 40 dias em sistema
de batelada, periodo de adaptacdo, onde ndo havia entrada ou saida de liquido. Devido & baixa
diferenga no nimero de células totais e variagdo do pH, nesse periodo, nos dias 7 e 14 de
operacgdo, houve retirada de um volume de 500 mL de liquido do reator e 500 mL de indculo
foi adicionado.

Ap0s 0s 40 dias de adaptacdo, o biorreator foi operado em fluxo continuo, onde a entrada
de alimentacéo era controlada pelo aumento do pH, configurado para estar em 5,0. Quando o
pH estava acima de 5,0 havia entrada de alimentag&o por bombeamento controlado pela unidade
FerMac 310/60. Esse aumento do pH era controlado apenas pelo metabolismo de algumas
bactérias, como as bactérias redutoras de sulfato que utilizam o H* na reducéo dissimilatéria de
sulfato a sulfeto, provocando o aumento do pH (MUYZER; STAMS, 2008). Para manter o
volume de 2,3 L dentro do biorreator, um sistema de nivel foi configurado, quando o volume
ultrapassava 2,3 L o liquido era retirado por bombeamento pelo sistema de bombas da unidade
FerMac 310/60.

Dois potenciometros foram utilizados para aferir o pH dentro do biorreator, pH1
posicionado em um volume de 1,7 L e pH2 em contato com as pérolas de vidro. A aferi¢do do
pH foi realizada para observar se: (i) o consorcio apresentava a capacidade de sobreviver em
ambientes &cidos, (ii) se o consoércio poderia elevar o pH do meio e (iii) controle do pH dentro
do biorreator. O consorcio foi cultivado inicialmente em pH 3,5 e durante o periodo de
adaptacdo ndo houve mudanca do meio, além do acréscimo de indculo nos dias 7 e 14 descritos
anteriormente, e no dia 32 foi adicionado 6 mL de glicerol 1 M, para estimular o crescimento
populacional.

Ao final do periodo de adaptagdo o consorcio foi capaz de aumentar o pH do meio para
4,38 (pH1) e 4,49 (pH2) (Figura 9), mostrando que 0 mesmo apresenta a capacidade de
sobreviver em pH &cido e aumentar o pH do meio. Com os resultados da analise do gene 16S
rRNA, que serdo mostrados no topico 7.6, sabe-se que SRBs fazem parte desse consorcio, essas
bactérias sdo conhecidas pela sua utilizacdo no tratamento de AMD e sua capacidade de
aumentar o pH do ambiente (BOONSTRA et al., 1999; SANTOS; JOHNSON, 2017). Isso é
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possivel pois esses organismos utilizam o H* presente no meio na reagdo de reducéo de sulfato
a sulfeto, diminuindo a concentragdo de H* e aumentando o pH (MUY ZER; STAMS, 2008).
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Figura 9. Mudanca de pH ao longo dos dias de operagdo do experimento. As linhas em roxo
representam as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo, marcado
pela linha descrita como Reator em Fluxo. O retdngulo em cinza estd marcando a faixa de pH

entre 4,75 e 5,50. O dia 144 de operag&o apresenta os pontos com a coloragéo preta.

ApoOs o periodo de adaptacdo, o0 consorcio comecgou a ser alimentado com uma AMD
sintética com pH 2,1 até o dia 144 de operacgdo, onde o pH variou de 4,38 - 5,19 (Figura 9).
Ap6s o dia 144, o pH da AMD sintética que alimenta o biorreator passou de 2,1 para 2,5. Essa
alteracdo foi realizada pois o fluxo em pH 2,1 estava bastante intenso, aumentando de 4 mL.h
! no dia 125 de operacdo, para 120 mL.h, no dia 139 de operagéo (Figura 10). A alteracéo do
pH de 2,5 para 2,1 mostrou-se ser um dos fatores para aumento da taxa de fluxo em outros
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trabalhos (SANTOS; JOHNSON, 2017). Uma maior entrada de alimentagdo aumenta a reacéo
de reducdo de sulfato para sulfeto, o que aumenta o pH do meio. E devido o aumento do pH do
meio, acima de 5,0, ha um aumento na taxa de entrada da alimentacdo para forcar o pH a

diminuir o seu valor para o parametro configurado (pH 5,0).

300+
2754

250

Fluxo (mL.h I)

Dias de operacao

Figura 10. Mudanga do fluxo de saida ao longo dos dias de operacdo do experimento. As linhas
em roxo representam as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo.
O ponto em vermelho representa o dia 144 de operagéo, dia em que houve a mudanga do pH da
AMD sintética.

Ao longo da maior parte do experimento, o pH1 e pH2 ficaram em uma faixa de 4,75 a
5,50 (Figura 9), resultado ligeiramente superior aos obtidos por Santos e Johnson (2017), onde
obtiveram uma faixa de pH de 4 - 5. Nos dias 249 e 300 de operag&o, o pH2 apresentou valores
acima de 5,50, apresentando um maximo de 6,17 no dia 277. Esses resultados mostram que 0
consorcio conseguiu aumentar o pH da AMD sintética, estando préximos os valores de pH

permitidos pela CONAMA n°430 (Brasil, 2011). Esta resolucdo preconiza que qualquer
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efluente s6 podera ser lancado diretamente em ambientes naturais estando em uma faixa de pH
entre 6 a9 (BRASIL, 2011).

Os resultados de pH2 abaixo de 4,6 observados durante o experimento s&o,
provavelmente, devido ao fluxo de alimentacdo intenso nesses periodos. Essa variacdo na
medicdo quando o fluxo é intenso ocorre pois o eletrodo do potenciémetro em contato com as
pérolas de vidro (pH2) e a entrada da AMD sintética estavam perto dentro do biorreator,
provavelmente os resultados foram coletados quando estava havendo uma grande entrada de

alimentac&o, o que alterou o resultado.

7.2.Crescimento populacional total.

Durante o periodo de adaptacdo, o nimero de células bacterianas totais, ndo apresentou
uma variacao consideravel. Nos primeiros 100 dias ap6s o inicio do fluxo, o nimero de células
variou de 9,87*10° a 4,35*10* Células.mL™ (Figura 11).

No dia 174, 200 e 238 o0 nimero de células aumentou consideravelmente em relagdo aos
restantes dos dias. Esse aumento no nimero de células, pode ser um reflexo da maior
metabolizag&o do glicerol, podendo ser comprovado pelas concentracdes baixas de glicerol nos
dias 174 (0,44 mM) e 200 (0,19 mM) e concentragbes altas de acetato, produto da
metabolizagdo do glicerol, de 3,16 (dia 174) e 6,55 mM (dia 200).
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Figura 11. Numero de células bacterianas totais ao longo dos dias de operagéo do experimento.
As linhas em roxo representam as mudangas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo

continuo, marcado pela linha descrita como Reator em Fluxo.

O valor maximo de numeros de células ocorreu nos dias 279 e 284 de operacdo, 4,275
e 3,285*108 Células.mL™?, possivelmente outliers, ja que o nimero de células ao longo do
experimento ndo chegou perto dos dois valores.

Apos os dias 174, 200, 238, 279 e 284, onde o nimero de células apresentou valores
maiores que o restante dos dias, foi possivel observar uma diminuigdo no nimero de células
provavelmente devido ao aumento da concentracdo de acetato, gerado pelas SRBs durante a
metabolizagdo de compostos organicos (JOHNSON; HALLBERG, 2009), substancia toxica
para células (REIS et al., 1990), podendo provocar uma diminui¢do do pH no citoplasmas das
células desses microrganismos e morte celular (JOHNSON; HALLBERG, 2009).
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7.3.Monitoramento da concentracéo de glicerol, acetato e sulfato

O biorreator foi preparado com um meio, descrito no topico 6.1 e 6.2, e alimentado
inicialmente com uma AMD sintética com uma concentragdo de 3 mM de glicerol. Apds 90
dias de operagéo, a concentracdo de glicerol na AMD sintética passou de 3 para 5 mM, para
estimular o crescimento celular.

Ao longo da maior parte do experimento, a concentragdo de glicerol ficou abaixo de 1
mM (Figura 12), mostrando o 6timo consumo desse composto. Entre os dias 6 ao 14 de
operagéo, a concentragdo de glicerol estava acima de 3,7 mM, provavelmente o baixo consumo
de composto organicos pelos microrganismos foi devida a adaptacéo das células as condicoes
do ambiente dentro do biorreator. Nos dias 34 e 57 também foram observados valores altos de
glicerol, provavelmente devido a adi¢do de 6 mL de glicerol 1 M nos dias 32 e 57, para aumentar
o nimero de células que diminuiu entre os dias 27 a 32. E proximo ao dia 57 houve uma parada
na entrada de alimentag&o (o fluxo ndo era monitorado nesse periodo, por isso essa informagao
ndo se encontra no gréafico da Figura 9), pois o pH ndo estava acima de 5, com isso uma parada

na entrada de glicerol.
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Figura 12. Concentragdo em mM do glicerol e acetato ao longo do experimento. As linhas em
roxo representam as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo,
marcado pela linha descrita como Reator em Fluxo. Retangulo em cinza no grafico esta

marcando a concentragéo de 1mM.

O glicerol foi escolhido como fonte de carbono em vez de outros compostos mais usuais,
como acidos organicos de baixo peso molecular, como por exemplo &cido acético, pois em pH
muito baixo esses acidos sdo toxicos para SRBs (JOHNSON; HALLBERG, 2009). O &cido
acético, introduzidos em meio com pH &cido, abaixo de 6,0, ficam na forma de moléculas ndo
carregadas/ndo dissociadas, essas moléculas que normalmente sdo lipofilicas, entram no
citoplasma das células, causando a dissociacdo do &cido, fazendo com que haja uma maior
entrada de protons no citoplasma, diminuindo o pH do mesmo e causando a morte celular
(JOHNSON; HALLBERG, 2009; REIS et al., 1990). Além disso, SRBs que oxidam compostos
orgénicos incompletamente a acetato (MADIGAN et al., 2010), favorecem o aumento desse

composto no reator.
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O acetato, um dos produtos da metabolizagdo de glicerol por SRBs do grupo I,
apresentou ao longo do experimento uma concentragdo menor que 10 mM e pela maior parte
do experimento a concentracdo estava abaixo de 5 mM (Figura 12). No dia 116 e 118 foi
observado picos na concentracdo de acetato, o que explica a diminui¢cdo no nimero de células
entre os dias 116 a 130, pois essa substancia, como previamente comentado, é toxica para SRBs
(WANG; WANG, 1984; REIS et al., 1990).

O acetato em pH muito baixo esti na forma de &cido acético, estando na forma néo
dissociada, que é tdxica para SRBs em concentragdes muito pequenas, 0,90 mM (REIS et al.,
1990). Um dos métodos para reverter esse problema seria a introducéo de um microrganismo
que consome acetato, como a Acidocella, mantendo o acetato em uma concentracéo aceitavel
para as SRBs (KIMURA; HALLBERG; JOHNSON, 2006; SANTOS; JOHNSON, 2017).

A diferenca de concentragdo de sulfato (Figura 13) também foi monitorada, pois as
SRBs utilizam essa molécula como aceptor final de elétron, provocando a reducdo da mesma e
gerando sulfeto. A AMD sintética utilizada para alimentacdo continha uma concentragéo de
sulfato de 13.86 mM. Ao longo da maior parte do experimento a concentragéo ficou abaixo de
25 mM (Figura 13).
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Figura 13. Concentracédo de sulfato ao longo do experimento. As linhas em roxo representam
as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo. O retangulo em cinza

estd marcando a concentragdo de sulfato entre 5 a 25 mM.

Foram observadas concentragdes de sulfato elevadas nos dias 111 a 123, variando de
61,23 a 65,65 mM, respectivamente (Figura 13). Apds o dia 300 de operacéo, a concentracao
de sulfato aumentou, variando em um faixa de 13,19 a 18,09 mM. Valores que excedem o limite
determinado pela resolugdo CONAMA n° 357 (Brasil, 2005), que descreve que os efluentes
devem apresentar uma concentragdo de sulfato inferior a 2,60 mM.

Apesar dos valores estarem acima de 13 mM na maior parte do experimento, foi
observado, em alguns periodos, valores menores que 13 mM mostrando que 0 consorcio

conseguiu utilizar o sulfato.
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Dois fatores limitantes para diminui¢&o de sulfato no sistema séo o pH e a concentragéo
de glicerol presentes na fonte de alimentagdo (NANCUCHEO; JOHNSON, 2014; SANTOS;
JOHNSON, 2017). Santos e Johnson (2017), que utilizaram uma AMD sintética para
alimentacdo com um pH de 2,1 e 5 mM de glicerol, conseguiram ao final do experimento
observar concentragBes de sulfato entre 6,5 e 20 mM, devido a alta entrada de alimentacéo
quando o pH é diminuido para 2,1. Ja o estudo de Nancucheo e Johnson (2014), foi possivel
reduzir uma maior taxa de sulfato diminuindo o pH do meio, de 3 para 1,61, e aumentando a
concentracdo de glicerol para 15 mM, reduzindo nessas condi¢des de 98% do sulfato em sulfeto
de hidrogénio, apresentando ao final do experimento uma concentragéo de 0,5 mM de sulfato

dentro do biorreator.

7.4 Estimativa total da atividade enzimatica microbiana e ensaio da desidrogenase

Os ensaios de estimativa da atividade enzimatica microbiano e ensaio desidrogenase sdo
métodos confiveis e bastante utilizados para analisar as condi¢fes de amostras ambientais em
relacéo a sua densidade celular, demanda de energia pelos microrganismos, viabilidade celular
e producdo e consumo de matéria organica (CRAPEZ; BAPTISTA NETO; BISPO, 2003;
FONTANA et al.,, 2010; PENNAFIRME et al., 2015; WAITE et al., 2016), dando uma
estimativa da eficiéncia metabdlica dos microrganismos analisados.

Esses ensaios ndo foram mostrados em experimentos similares aos utilizados nesse
trabalho, até a finalizacdo do mesmo, sendo talvez o primeiro trabalho a analisar essas
caracteristicas, em conjunto, de um consorcio de bactérias cultivado em um biorreator
anaerodbio alimentado com AMD sintética.

Para estimar a atividade enziméatica microbiana total no biorreator, foi utilizado o ensaio
de hidrolise do diacetato de floresceina a fluoresceina. Esse ensaio pode ser realizado por uma
variedade de enzimas incluindo esterases, proteases e lipases (STUBBERFIELD; SHAW,
1990; MAIER et al., 2009).

Essas enzimas extracelulares vdo agir em macromoléculas transformando-as em
moléculas de baixo peso molecular, para que entdo possam ser absorvidas pelas células dos
microrganismos (BAPTISTA NETO et al., 2005). O aumento da atividade das enzimas esterase

(EST) indica que os microrganismos de um ambiente contaminado estavam sofrendo grande
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estresse, requerendo uma maior demanda energética para sobreviver (ODUM, 1969; WAITE
etal., 2016).

No gréafico da atividade enzimatica das esterases (Figura 14) pode ser observado um
aumento entre os dias 41 ao 97 de operagdo, de 0,378 para 1,740 ug.fluoresceina.ht.mL?,
provavelmente esse aumento é devido a adaptacdo das bactérias as condigdes do biorreator.
ApOs esse periodo a atividade enzimatica das esterases diminuiu, apresentando valores entre
0,019 a 0,679 pg.fluoresceina.h"t.mL, com uma média de 0,172 pg.fluoresceina.n.mL* entra
os dias 104 e 286 de operacao. Apos o dia 286 de operacao até a ultimo dia de experimento, a

atividade ndo apresentou valores acima de 0,071 pg.fluoresceina.h.mL™,
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Figura 14. Gréfico da estimativa da atividade enzimatica das esterases (EST). As linhas em

roxo representam as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo.
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A atividade enzimética das esterases durante o periodo entre os dias 41 ao 97 de
operacdo apresentou valores acima de 0,11 - 0,17 pg.fluoresceina.n>.mL?, encontrado em
ambientes poluidos por metais onde os microrganismos se encontram em uma condicéo de
estresse (CRAPEZ; BAPTISTA NETO; BISPO, 2003). Pode ser inferido que durante esse
periodo o consorcio estava passando por uma condicdo de estresse, por estar se adaptando ao
sistema, as condic¢bes do meio, alimentagdo com o pH extremamente baixo (2,1).

Anélises de sedimentos de ambientes andxico da area de mangue do Surui, Baia de
Guanabara, RJ, possivelmente impactada por derramamento de petréleo (FONTANA et al.,
2010), apresentaram atividade de bactérias redutoras de sulfato e desnitrificantes e uma elevada
taxa de atividade enzimética das esterases com uma média de 0,5 pg.fluoresceina.ht.mL?,
minima de 0,04 e maxima de 1,24 pg.fluoresceina.n.mL? (FONTANA et al., 2010). Valores
de atividade enzimatica das esterases proximos aos do trabalho Fontana e colaboradores (2010),
foram observados no biorreator estudado no experimento. Como foi simulada a presenca do
consorcio em um ambiente contaminado, como é o caso da AMD, os resultados similares
mostram que uma das caracteristicas de microrganismos de ambientes impactados é a alta taxa
de atividade enzimética, onde eles buscam mais compostos organicos em um ambiente adverso
para sobreviver, mostrando assim uma condicao de estresse.

Outro ensaio realizado para analisar o metabolismo dos microrganismos, foi o ensaio de
determinagéo da atividade da enzima desidrogenase. Esse ensaio fornece uma estimativa do
metabolismo aer6bio e anaerdbio de uma amostra pela medicdo da atividade do sistema
transportador de elétrons da respiragdo (ETSA), reacéo catalisada por um conjunto de enzimas
desidrogenases. Estas enzimas intracelulares catalisam as reagOes de oxido-redugdo que
ocorrem na respiracdo (HOURI-DAVIGNON; RELEXANS, 1989; MAIER et al., 2009).

Esse ensaio baseia-se na reacdo do complexo enzimético succinato desidrogenase, que
oxida o succinato ao fumarato dentro do ciclo do acido tricarboxilico, no sistema de transporte
de elétrons, reduzindo um aceptor de elétrons, como oxigénio, nitrato, sulfato entre outros
dependendo do metabolismo do microrganismo (MADIGAN et al., 2010; WAITE et al., 2016).

O INT utilizado no ensaio competird com outros aceptores de elétrons pelo poder de
reducéo do sistema transportador de elétrons, sendo entdo reduzido a formazan, um produto
vermelho-violeta, quando a succinato desidrogenase é reoxidada por citocromos dentro da
cadeia de transporte de elétrons (MAIER etal., 2009; WAITE et al., 2016). A leitura do espectro
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é direcionada a deteccdo do INT-formazan ou o formazan produzido pela célula, ou seja, a
célula s6 produz o formazan quando esta integra e com metabolismo viével, sendo um 6timo
indicador do estado da atividade do sistema transportador de elétrons (ETSA), e por
consequéncia, a viabilidade celular (MAIER et al., 2009). O resultado ETSA € expresso em uL.
02 h. mL?! e atividade da enzima desidrogenase (DHA) é expressa em pL INT-F.mL?, o
gréfico do trabalho foi expresso em pL O% h't. mL™,

A atividade do sistema transportador de elétrons entre os dias 41 a 83 de operagdo foi
0,005 a 0,029 pL O2. h't. mL (Figura 15). Uma diminuico na atividade foi observada entre
os dias 181 de 258 de operagao, resultando em uma atividade de 0,004 pL O2. h't. mL%. Valores
méaximos de atividade foram observados nos dias 265 e 272, possivelmente outliers. Apos o dia
272 de operacdo até o final do experimento, a atividade apenas diminuiu, mostrando uma
possivel falha no sistema, reduzindo a energia celular produzida e desencadeando a morte

celular.
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Figura 15. Gréfico do ensaio atividade do sistema transportador de elétrons (ETSA). As linhas

em roxo representam as mudancas dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo.

A Praia de Boa Vista, na baia de Guanabara, RJ, que apresenta concentragdes similares
de Zn, Ni e Pb aos da praia de Jurujuba um dos compartimentos mais poluidos da baia de
Guanabara, RJ, apresentou valores de desidrogenase de 0,12 — 0,18 pL Oz.h™..g nas amostras
de sedimentos coletadas no inverno e 0,02 — 7,48 uL O,.h™.g no verdo (CRAPEZ; BAPTISTA
NETO; BISPO, 2003). Esse aumento da desidrogenase, no estudo de Crapez e colaboradores
(2003), apresentou grande relagdo com a quantidade de matéria organica disponivel para as
bactérias.

Os resultados de ETSA, obtidos no trabalho, sugerem que ha quantidades pequenas de
moléculas capazes de entrar na célula para produgdo de energia. J& os resultados de atividade
enziméatica das esterases, similares de outros ambientes impactados, sugerem uma maior

disponibilidade de moléculas com peso molecular acima de 600 Da, tamanho que excede o
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limite de absorcéo pelas celulas dos microrganismos (WEISS et al., 1991; FONTANA et al.,
2010), ou uma busca por essas moléculas, devido a falta de moléculas menores, por isso hd uma
producéo e necessidade de enzimas extracelulares que quebrem essas moléculas.

Os valores de DHA encontrados no biorreator foram 0,001 (minimo) e 0,1544 (maximo)
uL INT-F.mL, valores inferiores aos do trabalho de Vasquez e colaboradores (2016), que
estudaram 7 biorreatores em coluna de 5 L para o tratamento de uma AMD sintética baseada
na AMD do Distrito de mineragdo de Zipaquira, Colombia. Nesse trabalho foi alcangado a
redugdo da quantidade de sulfato e metais da AMD e a concentragdo de DHA obteve uma
minima de 1,53 mg TPF.gaw " € maximo de 20,73 mg TPF.gaw . O TPF (trifeniltetrazolium
formazan), utilizado no trabalho de Vasquez, apresenta a mesma fungédo do INT, um aceptor
final de elétrons sintético. Possivelmente uma maior quantidade de matéria orgénica, estava
disponivel para os microrganismos o que reflete na alta concentracdo de DHA.

Um segundo biorreator foi montado no laborat6rio, com as mesmas condig¢Oes descritas
no topico 6.2, com um consorcio de bactérias diferentes. Esse biorreator apresentou valores de
atividade desidrogenase (minimo=6,0*10"* pL O.h"t.mL?* e maximo=0,07 puL Oz2.ht.mL?) e
esterase (minimo=0,019 pg.fluoresceina.ht.mL? e maximo=3,978 ug.fluoresceina.ht.mL?),
proximos aos encontrados no biorreator estudado no trabalho apresentado aqui. Mostrando que
além de valores baixos de ETSA e altas de atividade enzimtica das esterases serem
caracteristicos de ambientes an6xicos (FONTANA et al., 2010), os dois biorreatores deviam
estar em uma condigdo de estresse e os valores baixos de ETSA ao final do experimento
coincidiram com os valores baixos de nimero de células totais, o que confirma uma possivel
falha no sistema e um maior requerimento de composto organico pelos microrganismos.

Os valores da atividade enzimatica das esterases corrobora a necessidade de um maior
fornecimento de composto orgénico. Uma alta atividade enzimatica das esterases significa uma
maior quantidade de enzimas liberadas capazes de quebrar moléculas, com massa molecular
acima de 600 Da, que ndo podem ser assimiladas pelas células, devido ao limite imposto pela
membrana plasmatica (WEISS et al., 1991), o que indica que o consorcio necessitava de mais
composto organico do que é fornecido.

Outro resultado que junto com ETSA e atividade enzimatica das esterases, confirmam
uma maior necessidade de alimento é a baixa reducéo de sulfato. Com concentragdes mais altas

de composto organico fornecido para os microrganismos uma maior quantidade de sulfato pode
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ser reduzido (NANCUCHEO; JOHNSON, 2014). Uma maior quantidade de composto
organico poderia ser fornecido para as bactérias do consércio, aumentando a concentragdo de
glicerol, para dessa forma analisar se hd um aumento na atividade do sistema transportador de

elétron, aumento na taxa de reducdo de sulfato e um melhor tratamento para a AMD.

7.5.Quantificacéo dos biopolimeros

A matéria organica presente na forma de particulas ou dissolvida no ambiente é
constituida de varios compostos orgénicos que fazem parte dos organismos vivos, como
carboidratos, aminodcidos, lipidios, proteinas e outros (FONTANA et al., 2010). Esses
compostos organicos sdo constituintes importantes da células, além de serem fonte de carbono
para 0s microrganismos e funcionarem como alimentos de reserva, como é o caso dos lipidios
(MADIGAN et al., 2010).

A quantificagdo de biopolimeros pode dar uma visdo sobre a producéo e o consumo de
matéria organica e a possibilidade de relacionar com atividade metabdlica do consércio. Assim
como o ensaio de ETSA e atividade enzimética das esterases, a quantificacdo de biopolimeros
totais ndo foram mostrados em experimentos similares aos utilizados nesse trabalho, até a
finalizagdo do mesmo, sendo talvez o primeiro trabalho a analisar essas caracteristicas em um
consorcio de bactérias cultivado em um biorreator anaerdbio alimentado com AMD sintética.

Na quantificacdo de proteinas totais (Figura 16), foi observado um aumento entre 0s
dias 41 a 160 de operacdo, de 0,010 a 0,125 mg.mL", acompanhado de um aumento do niimero
de células de 7,055*10° paral,5*10" Células.mL™. Apds o 279 dia até o final do experimento,

houve uma diminuicdo na quantidade de proteinas totais até 0,011 mg.mL™ (Figura 16).
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Figura 16. Quantificacdo de proteinas totais. As linhas em roxo representam as mudancas dos
dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo, marcado pela linha descrita como

Reator em Fluxo.

Entre 50 - 70% do peso seco de bactérias é formado por proteinas (AZAM; SIMON,
1989), uma diminuicdo na quantidade de proteinas esta diretamente relacionada com uma
diminuicdo celular, o que pode ser observado pelo baixo nimero de células totais (Figura 11).
Uma relagdo entre o aumento de proteinas e o nimero de células pode ser observada pela
variacdo numérica. Essa relacéo foi comprovada com o teste de Mann Whitney, utilizando p <
0,05 para indicar relagdo entre as analises, onde mostra que existe uma relagéo entre células e
proteinas (p = 5,03*10%).

O resultado da diminuicdo da concentracdo de proteinas totais ao final do experimento,
junto com os resultados de ETSA, é mais uma confirmagéo que o sistema estava falho ao final
e 0 consorcio estava morrendo.

A concentracgéo de carboidratos totais variou de 0,02 a 0,04 mg.mL™ até o dia 223 de

operacdo (Figura 17). Um aumento de 0,04 para 0,11 mg.mL™ de carboidratos foi observado
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no dia 230 e um aumento para 0,20 mg.mL™ foi observado no 286° dia. Entre os dias 284 e 286,
houve uma diminui¢do no nimero de células, o que explica uma maior concentragdo de

carboidratos que néo estdo sendo consumidos pelas células.
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Figura 17. Quantificagdo de carboidratos totais. As linhas em roxo representam as mudangas
dos dias, de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo, marcado pela linha descrita como

Reator em Fluxo.

A concentracdo de lipidios totais apresentou valores altos nas primeiras semanas de
analise, possivelmente devido a adaptacdo do consorcio ao sistema (Figura 18). Uma alta taxa
de lipidios representa uma condicéo de estresse por parte do consorcio, que produz uma maior
quantidade de matéria organica para sobreviver em periodos que h4 uma escassa entrada de
alimento (MADIGAN et al., 2010). A concentracéo de lipidios diminui nas semanas seguintes,
porém ao longo do experimento apresentou uma grande variagdo ao longo dos dias. Essa grande

variacdo da concentragdo de lipidios ao longo de todo o experimento, mostra que o sistema
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estava em estresse, pois estava gastando mais energia para a producdo de lipidios,

possivelmente devido & falta ou limitada concentracdo de alimento fornecido para o consorcio.
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Figura 18. Quantificagéo lipidios totais. As linhas em roxo representam as mudancas dos dias,
de 50 em 50 dias, desde o inicio do fluxo continuo, marcado pela linha descrita como Reator

em Fluxo.

7.6.Andlise da diversidade de microrganismos

Para analisar a diversidade de microrganismos dentro do biorreator, foi utilizado como
referéncia uma amostra do indculo, microrganismos cultivados em 500 mL utilizados para
iniciar o experimento, e seis amostras coletadas durante o fluxo continuo, em um intervalo de
50 em 50 dias, sendo a primeira amostra referente aos primeiros 50 dias do fluxo continuo.

Utilizando o protocolo do QIIME para analisar a diversidade ao longo desse periodo, foi
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constatado que as bactérias dominantes no biorreator nas datas coletadas foram as do género
Desulfosporosinus e Clostridium (Figura 19).

Os microrganismos Desulfosporosinus séo dominantes em relagéo aos Clostridium no
indculo e nos primeiros 50 dias. Apos esse periodo, nos dias 105 e 156 hd uma prevaléncia do
microrganismo Clostridium e ao final do experimento ha uma volta da prevaléncia de

Desulfosporosinus (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem dos microrganismos Desulfosporosinus e Clostridium nas amostras de

DNA, aferidas no QIIME. O dia 0, representa o indculo. Cada dia é referente a uma amostra.

Géne Dias 0 56 105 156 210 252 303
Desulfosporosinus(%6) 959 980 337 278 498 825 811
Clostridium (%) 2.9 04 66,2 720 485 11,7 48

O género Desulfosporosinus pertence a familia Peptococcaceae, ordem Clostridiales e
filo Firmicutes. Esse grupo contém oito espécies descritas: D. orientis, D. auripigmenti, D.
meridiei, D. lacus, D. hippei, D. youngiae, D. acidiphilus, D. burensis, D. acididurans
(SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).

Os organismos desse género sdo anaerobios esporulantes redutores de sulfato a sulfeto.
Sdo mesofilos, apresentam espécies neutrdfilas e algumas com capacidade de viver em
ambientes 4cidos (ALAZARD et al., 2010; SANCHEZ-ANDREA et al, 2015).
Desulfosporosinus podem utilizar uma gama de compostos organicos como doador de elétrons,
como &cidos organicos e alcoois (ROBERTSON et al., 2001; SANCHEZ-ANDREA et al.,
2015, podendo crescer autotroficamente utilizando hidrogénio como doador de elétrons e CO»
como fonte de carbono (ROBERTSON et al., 2001).
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O fragmento do gene 16S rRNA identificado como Desulfosporosinus pelo QIIME foi
submetido ao banco de dados do NCBI e apresentou alta identidade com os genes dos

organismos Desulfosporosinus acididurans e Desulfosporosinus acidiphilus (Tabela 5).

Tabela 5. Identidade da sequéncia identificada como Desulfosporosinus pelo QIIME com as

sequéncias no NCBI.

) ) ) Ndmero de
Microrganismo Cobertura E-value Identidade
acesso
D. acididurans cepa USS-CCA2 100% 1e-98 100%  MF595567.1
D. acididurans 100% 1e-98 100%  HG316991.1
D. acididurans cepa M1 100% 1e-98 100% NR_134719.1
D. acidiphilus cepa SJ4 100% 1e-98 100% NR_074132.1

As Desulfosporosinus acididurans sdo organismos gram-positivos, podem crescer em
uma temperatura entre 15 - 40 °C, com temperatura 6tima em 30 °C, e crescem em um pH entre
3,8 e 7,0, com um crescimento 6timo em pH 5,5 (SANCHEZ-ANDREA et al., 2015), devido
essa caracteristica esses organismos podem crescer em ambientes acidos, como a AMD.

D. acididurans utilizam uma grande variedade de compostos como aceptor de elétron
além do sulfato, tais como enxofre elementar, tiossulfato, ferro e nitrato, ndo podendo utilizar
sulfeto, arseniato e fumarato. Reduzem sulfato a sulfeto utilizando uma variedade de compostos
como doadores de elétrons como o hidrogénio molecular, acidos orgéanicos (formato, lactato,
butirato, fumarato, malato e piruvato), alcoois (glicerol, metanol e etanol), extrato de levedura
e acUcares (xilose, glicose e frutose). Oxidando esses compostos incompletamente a acetato e
didxido de carbono (SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).

Estudos com D. acididurans mostraram que esses microrganismos apresentaram a
capacidade de sobreviver em ambientes acidos (pH < 3), utilizando glicerol como doador de
elétrons e estando em sintrofia a A. aromatica, microrganismo que consome acetato (KIMURA,
HALLBERG; JOHNSON, 2006). A cepa M1 de D. acididurans apresentou nos estudos de
Sanchez-Andrea e colaboradores (2015) uma tolerancia a uma concentracdo de 50 mM de ferro
ferroso e 10 mM de aluminio e sensibilidade a concentragdes maiores do que 1 mM de cobre.

Esses resultados corroboram que essa espécie de Desulfosporosinus é uma 6tima candidata para
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ser utilizada em tratamentos de efluentes de minas que apresentam pH &cido e metais
dissolvidos.

O fragmento do gene 16S rRNA identificado como Desulfosporosinus pelo QIIME
também apresentou alta identidade com o gene 16S rRNA da D. acidiphilus. Desulfosporosinus
acidiphilus sdo SRBs aciddfilas, podendo crescer em pH entre 3,6 e 5,5, com pH 6timo de
crescimento em 5,2 e ndo sobrevivem em pH 7. Podem viver em temperaturas de 25 - 40 °C,
com temperatura 6tima de 30 °C. Utilizam como doador de elétrons na reducéo do sulfato o
hidrogénio molecular, lactato, piruvato, glicerol, glicose e frutose. Os compostos organicos séo
oxidados incompletamente a acetato. Utiliza sulfato como aceptor de elétrons, porém néo utiliza
enxofre elementar, fumarato e arseniato (V) (ALAZARD et al., 2010).

Assim como D. acididurans, D. acidiphilus sdo uma Otima alternativa para serem
utilizadas em tratamentos de AMD, porém como os dois organismos oxidam compostos
organicos incompletamente produzindo acetato, toxico para esses organismos (WANG;
WANG, 1984; REIS et al., 1990), outro organismo que consome acetato deve ser utilizado para
evitar a morte dessas SRBs pelo aumento da concentragéo de acetato.

Um dendrograma baseado nas sequéncias do gene 16S rRNA das Desulfosporosinus e
outros microrganismos que reduzem sulfato (Figura 20) foi construido para verificar os dados
obtidos pelo blast. A sequéncia identificada com Desulfosporosinus denominada de
ITV_BIODAM1 foi alinhada com outras sequéncias de microrganismos redutores de sulfato
obtidas do banco de dados do NCBI. Foram selecionadas sequéncias de bactérias redutoras de
sulfato pertencentes a classe Clostridia, Deltaproteobacteria, as termofilas Nitrospirae,
Thermodesulfobacteria e Thermodesulfobiaceae. E de arqueias redutoras de sulfato da classe
Euryarchaeota e Crenarchaeota.

A sequéncia do gene 16S rRNA ITV_BIODAML, identificada como Desulfosporosinus
pelo QIIME, foi agrupado com outros D. acididurans e D. acidiphilus, com valor de bootstrap
de 93. Corroborando os resultados do blast, onde mostra uma alta identidade da sequéncia
ITV_BIODAML1 com D. acididurans, porém mais analises precisam ser realizadas para afirmar

que esse organismo pertence a essa espécie.

67



Desulfosporosimis acididurans (HG316991.1)

Desulfasporasinus acididurans (ME393567.1)

s3 | Desulfosporosinus acididurans strain M1 (VR 134719.1)

Desulfosperosinus acidiphilus (NR_116868.1)

s || Desulfasporosinus acidiphilus strain SI4 (NR.074132.1)

N Clostridia
Desulfosporosinus erientis (AJ493052.1) T
Desulfosporomusa polytropa (AJO066032)

Desulfosporesinus meridiei (AF0T76247.1)

Desulfosporosinus youngiae (DO117470.1)

-Desulfotomaculium sp. (Y11380.1)

Thermodesulfobium narugense (ABOTTE17.1) ; N‘I&OSPH‘EIE
Tharmedesulfovibrio islandicus (X96726.1) 5

1 Thermodesulfovibrio yellowstonii (AB231858.1) Thermodesulfobiaceae
Syntrophobacteraceae bacterium (JX303363.1)

Desulfobacterium anilini (AI237601.1)

-Desulfobacreraceae bacrerium (AB294926.1)

Desulfarculus baarsiii (AF418174.1)

Desulfobulbaceas bactarium (AB204929 1)

Desulfomonile imimas (AF282177.1)

Desulfomonile fiedjei (AMO36646.1) - S
-Desulfohalobium retbaense (X99235 1) Deitaproteﬂbactet{a
Dasulfonatronovibrio hvdrogenovarans (X99234.1)

Desulfovibrio Iitoralis (X99504.1)

Desulfovibrio psychrotolerans (AM418397.1)

Desulfomicrobium baculatum (AJ277894.1)

sELIRIOEY

85 L Deculfonatronum thiodismutans (AF373920.1)
rThermodesulfatator indicus (AF393376.1)

. Themodesulfobacterium hydrogeniphilum (AF332514.1) .
ﬁ‘_uljwamodem{fobadermm commune (AF418169.1) Thermodesulfobacteria

sz | Thermodesulfobacterium hveragerdense (X96725.1)
9 L Thermodesulfobacterium thermophilum (AF334601.1)

.,5|: Caldivirga maquilingensis (AB013026 1) Arehasc)

Thamocladium modestius (AB005296.1)

] -Archaeoglobus profindus (AF297529.1)
ﬁﬁﬂme@g&?bﬂ: lithotrophicus (AJ209218.1) Eurya:chaeo’ta
81l drchaeoglobus veneficus (AF418181.1)

seranbry

Figura 20. Dendrograma baseado em sequéncias do gene 16S rRNA de bactérias e arqueias
redutoras de sulfato. Dendrograma foi gerado pelo programa MEGA v7 construida com o
método de Méxima verossimilhanga (YANG, 1994) e o modelo Kimura 2-parameter

(KIMURA, 1980), com 1000 replicatas de Bootstrap.

Outro microrganismo dominante no biorreator foi o do género Clostridium. Os
organismos desse género sdo anaerdbios fermentadores, gram-positivos esporulantes.
Apresentando 146 espécies descrita dentro do género, esses organismos podem fermentar uma
variedade de substdncias como agUcares, aminoéacidos, purinas e pirimidinas
(STACKEBRANDT etal., 1999; BIEBL, 2001; MADIGAN et al., 2010).
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Esse género apresenta espécies com capacidade de fixar nitrogénio, como a Clostridium
pasteurianum (CARNAHAN et al., 1960) que também apresenta a capacidade de fermentar
glicerol produzindo butanol, etanol e acido acético (BIEBL, 2001). Apresenta também espécies
produtoras de solventes, como a Clostridium beijerinckii e Clostridium acetobutylicum
(QURESHI; SAHA; COTTA, 2007). Microrganismos do género Clostridium estdo bastante
difundidos no ambiente e ja foram encontrados em reatores para tratamento de drenagem acida
de mina (SANCHEZ-ANDREA; TRIANA; SANZ, 2012).

Utilizando a ferramenta blast do NCBI a sequéncia identificada como Clostridium pelo

QIIME apresentou alta identidade com sequéncias de Clostridium beijerinckii (Tabela 6).

Tabela 6. Identidade da sequéncia identificada como Clostridium pelo QIIME com as

sequéncias no NCBI

) ) ) Ndmero de
Microrganismo Cobertura E-value ldentidade
acesso
C. beijerinckii NRRL B-598 100% 1e-98 100% CP011966.3
C. beijerinckii cepa BE3.11 100% 1e-98 100%  MH681457.1

As bactérias Clostridium beijerinckii produzem acetona, butanol e etanol ao final da
fermentacéo de compostos organicos (CHEN; BLASCHEK, 1999). Na sua fase exponencial de
crescimento, produz &cido acético e acido butanoico e com a diminuicdo do crescimento C.
beijerinckii assimila o acido e produz acetona, butanol e pequenas quantidade de etanol (CHEN;
BLASCHEK, 1999). Esse organismo pode fermentar uma variedade de agUcares com glicose,
xilose, arabinose, manose, sacarose, lactose, celobiose e amido, ndo apresentando a capacidade
de fermentar glicerol como Unica fonte de carbono (LI'YANAGE et al., 2001; SEDLAR et al.,
2017).

Devido as suas caracteristicas, o crescimento de C. beijerinckii, ou outras espécies de
Clostridium que produzem 4&cido acético, junto com SRBs é bastante problemético, pois
aumenta a concentracdo de acido acético no meio, substéncia toxica para SRBs (REIS et al.,
1990). Além de, Clostridium beijerinckii pode provavelmente ter competido com as SRBs pelo
composto orgénico dentro do biorreator, fermentando o extrato de levedura em conjunto com o

glicerol, diminuindo a taxa de reducéo de sulfato.
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7.7.Andlise estatistica

Para as analises estatisticas os dados foram analisados e agrupados em trés conjuntos de
dados, (i) utilizando os dados dos resultados de todas as anélises realizadas durante os 342 dias
de experimento, exceto a analise de diversidade de microrganismos, (ii) utilizando os dados
normalizados de biopolimeros, atividade do sistema transportador de elétrons, atividade
enzimatica das esterases e crescimento populacional e (iii) utilizando os dados obtidos de todas
as analises realizadas, selecionando apenas os dias utilizados para andlise de diversidade dos
microrganismaos..

Para o primeiro conjunto de dados foram realizados o teste de Kruskal-Wallis e o teste
de correlagdo de Spearman rs. O teste de Kruskla-Wallis para aferir mudangas significativas
entre as medias das anélises do experimento, utilizando p < 0,05 para aquelas com mudancas
significativas. O teste apresentou p de 0,99, mostrando que ndo houve mudanca significativa
durante o experimento. Podendo concluir que o sistema ndo sofreu mudangas significativas, e
que apesar das mudangas na AMD sintética de alimentacdo do biorreator no comego do
experimento (mudanca de pH, no dia 144, de 2,1 para 2,5 e da concentracao de glicerol, no dia
90, de 3 para 5mM), o sistema se manteve praticamente estavel ao longo dos 342 dias e o
consorcio conseguiu se adaptar para sobreviver em boa parte do experimento, mas néo
conseguiu se manter vivo ao final do experimento.

Com o teste de correlacdo de Spearman rs (Figura 21), foi possivel observar uma relagdo
entre as anélises. Uma relacdo positiva entre o numero de células e pH 1 e pH2 foi observada
no gréafico de correlagdo, com rs igual a 0,52 e 0,49, respectivamente, relagao ja esperada ja que
0s organismos redutores de sulfato podem aumentar o pH do meio (SANTOS; JOHNSON,
2017), apresentando dessa forma uma relacdo entre aumento de células e aumento de pH. Uma
relacdo negativa entre nimero de células e glicerol também foi observado, com rs igual a -0,40,
relacdo também esperada j& que com o aumento do nimero de células ha um aumento do

consumo de glicerol e diminuigdo do mesmo.
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Figura 21. Correlacdo de Spearman rs. LIP: Lipidios; PTN: Proteinas; CHO: Carboidratos.

Uma relacéo positiva foi observada entre acetato e ETSA, com rs igual a 0,57. Como a
ETSA ocorre devido a acdo de conjunto de enzimas desidrogenase, que catalisam as reacdes de
oxido-redugéo que ocorre na respiracdo (HOURI-DAVIGNON; RELEXANS, 1989; MAIER
etal., 2009), a relacéo entre ETSA com o produto da oxidagdo do composto organico fornecido
para geracao de energia é plausivel. Com o aumento do acetato, um dos produtos da oxidacdo
de glicerol pelas SRBs, ha um aumento da ETSA, devido a metabolizacéo glicerol fornecido
para as bactérias.

J& a concentragdo de lipidios totais mostrou uma relagdo negativa com o nimero de
células pelo teste de Spearman rs, (Figura 21), com rs = -0,23, sugerindo que quando um
aumenta o outro diminui. O que mostra uma maior producéo de lipidios pelo consércio quando
0 nimero de células é menor e um consumo de lipidios quando o nimero de células aumenta,
possivelmente devido & falta de alimento fornecido.

Para o segundo conjunto de dados, onde foram utilizados os resultados normalizados da
quantificacdo dos biopolimeros, ETSA, atividade enziméatica das esterases e crescimento
populacional para observar se houve mudanca significativa entre essas analises. Esses dados
foram escolhidos para serem analisados separadamente pois eles permitem observar como estéo

as condigdes dos microrganismos em relagéo a sua densidade celular, demanda de energia,
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viabilidade celular e produgdo e consumo de matéria organica (CRAPEZ; BAPTISTA NETO;
BISPO, 2003; FONTANA et al., 2010; PENNAFIRME et al., 2015; WAITE et al., 2016).

O teste de Kruskal-Wallis utilizado apresentou p de 2,19*10%3, mostrando que houve
mudanca significativa entre as analises. O teste Mann-Whitney (Tabela 7) foi utilizado para
observar onde, especificamente, ocorreram as diferencas significativas entre os dados,
utilizando p < 0,05 para determinar aquelas com diferencas significativas. Com o teste pode ser
observada uma relacdo entre o nimero de células com ETSA, lipidios, proteinas e carboidratos
relacdo esperada ja que com o aumento do nimero de células ha um aumento da metabolizagédo

de compostos organicos e produgdo de biopolimeros.

Tabela 7. Resultado do teste Mann Whitney, valores p < 0,05.

ETSA EST LIP PTN CHO CEL
ETSA - 1,6*10° - - 3,5*10° 2,3*10°°
EST 1,6*10° - - 1,9%10°%  4,22*10° -
CEL 2,3*10°3 - 3,010°  5,04*10° 6,67*10%°

* EST: Atividade enzimatica das esterases; LIP: Lipidios; PTN: Proteinas; CHO: Carboidratos

Uma relacdo entre desidrogenase e biopolimeros é descrita em sedimentos de ambientes
marinhos (RELEXANS, 1996), porém no trabalho, utilizando o teste de Mann Whitney, foi
observado apenas uma relagéo entre carboidrato e ETSA, com p de 0,0035.

Com o terceiro conjunto de dados foi realizada o teste de Kruskal-Wallis que apresentou
p = 0,43, mostrando que ndo houve mudanca significativa analisando somente esses dias.

Foi realizado também a analise de PCA, para verificar quais analises tinham relacéo
com os organismos dominantes encontrados no biorreator. Uma correlacdo entre acetato e
Clostridium foi observada pela analise de PCA (Figura 22). Conforme a concentragéo de acetato
vai aumentando (Figura 23) é possivel observar uma prevaléncia de Clostridium, em vez de

Desulfosporosinus (Figura 19 e Tabela 4), confirmando a analise de PCA.
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Trés possiveis explicagdes podem ser obtidas com essa correlagdo, (i) o aumento da
concentracgao de acetato pode estar favorecendo o crescimento de Clostridium. Essa relagdo de
beneficio do uso de acetato em cultivo de Clostridium ja foi observada, mostrando uma
diminuicdo da taxa de degeneracéo da célula e um aumento da produgéo de butanol, produzido
por esses microrganismos (CHEN; BLASCHEK, 1999). Ou (ii) como algumas espécies desse
género podem produzir acido acético (CHEN; BLASCHEK, 1999), com o aumento da
dominancia dos microrganismos Clostridium, h4d um aumento da liberacéo de &cido acético por
esses microrganismos, mostrando dessa forma a relagéo entre os microrganismos Clostridium
e a concentracdo de acetato. E (iii) como o acetato é toxico para SRBs, um aumento de acetato
pode diminuir a dominéncia desses microrganismos e favorecer o crescimento de Clostridium.

Com a PCA, foi possivel observar uma maior correlacdo entre os microrganismos do
género Desulfosporosinus com a atividade enzimética das esterases e lipidios totais (Figura 22)
e uma relagdo entre esterases e lipidios totais. Analisando os dados, um aumento da dominancia
de Desulfosporosinus foi observada quando hd um aumento na atividade enzimética das
esterases e uma diminuicéo lipidios totais.

Como o ensaio de atividade enzimética das esterases, estima atividade de enzimas que

quebram moléculas maiores que 600 Da (FONTANA et al., 2010), a relagdo diretamente
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proporcional entre Desulfosporosinus com a atividade enzimatica das esterases € um reflexo de
que o ambiente estd com moléculas maiores que 600 Da ou 0s organismos precisa de mais
alimento para sobreviver do que é fornecido.

O aumento da atividade enzimatica das esterases relacionada com esse microrganismo
pode sinalizar que uma maior concentracédo de composto organico deve ser fornecido para o
microrganismo, para diminuir a taxa de procura por moléculas maiores. Ja que o glicerol
apresenta apenas 92,02 Da, Unica fonte externa fornecida para o consdrcio, pode ser assimilado
pela célula sem precisar ser metabolizado por uma enzima extracelular. Um aumento da
producédo dessas enzimas far4 com que haja um gasto de energia, desperdicando uma energia
necessaria para a celula em um ambiente de estresse.

A correlacdo inversa entre Desulfosporosinus e lipidios totais, pode indicar que o
aumento de Desulfosporosinus pode estar acarretando na diminuicéo de lipidios no reator. Esses
lipidios que s&o produzidos pelos préprios microrganismos do reator, estdo, provavelmente,
sendo consumidos pelos microrganismos do género Desulfosporosinus, o que explica essa
correlagdo entre os dois e 0 aumento da atividade enzimética das esterases, necessaria para
quebrar essas moléculas. Outro indicativo que um maior fornecimento de composto organico

deve ser administrado para esse microrganismo.

7.8.Analise do metal recuperado

Devido a problemas técnicos, ndo foi possivel analisar a taxa de remocdo do metal
dissolvido (cobre) contido na AMD sintética do frasco lavador e a diminuicdo dos metais
presentes dentro do biorreator (como Zn). Porém foi observado no frasco lavador um
precipitado azul escuro ao longo do experimento, provavelmente sulfeto de cobre (CuS).

Os pesquisadores do Instituto SENAI de Inovacdo em Tecnologias Minerais, realizaram
um ensaio com o biorreator onde a AMD sintética do frasco lavador foi substituida por uma
AMD natural retirada de uma mina de cobre da regido Amazonica. Essa AMD apresentava pH
= 5,1 e uma quantidade de 325 mg.L* de cobre. O ensaio facilitou a precipitagdo seletiva do
metal sulfeto de cobre. Nesse ensaio houve a formag&o de um precipitado azul escuro dentro
do frasco lavador (Figura 24). Esse precipitado foi caracterizado por Difratometria de Raios-X
(DRX), confirmando que o precipitado era covellita (CuS) (SILVA et al., 2018).
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Figura 24. Frasco lavador que foi acoplado ao biorreator para o ensaio com AMD natural
retirada de uma mina de cobre da regido Amazonica. No fundo do frasco um precipitado de cor

azul escura pode ser observado.

O difratograma do precipitado (Figura 24), apresenta todos os picos (101) (102) (103) (006)
(110) (108) (203) identificados e caracteristicos do mineral covellita (CuS), estando de acordo
com o banco de dados ICDD [01-075-2233]. Nao foram observadas as fases acessorias de
sulfeto de cobre, como CuzS (calcocita), Cuz.96S (dijurleita), CuvgS (digenita), Cu1.7sS (anilita),
Cu1.12S (yarrowita) e CuS (covellita); ou de zinco, ZnS (esfarelita), corroborando a presenca de
uma Unica fase de CuS (SILVA et al., 2018).
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Figura 25. Difratograma de DRX do precipitado (SILVA et al, 2018).
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8. CONCLUSAO

O consorcio apresenta a capacidade de sobreviver em um ambiente acido e desfavoravel,
como AMD sintética. As bactérias apresentaram a capacidade de aumentar o pH da AMD
sintética e apesar dos problemas técnicos foi observado a formagdo de um precipitado azul
escuro no frasco lavador. E com o trabalho de Silva e colaboradores (2018), foi confirmada a
precipitacdo do mineral covellita, mostrando que o consoércio reduziu sulfato e produziu sulfeto
de hidrogénio que reagiu com o cobre presente na solugdo. Com os resultados obtidos, dois
procedimentos devem ser realizados para aumentar a eficiéncia do sistema, o primeiro seria o
cultivo de um outro microrganismo que consuma acetato junto com o consdércio para diminuir
a quantidade desse composto téxico para SRBs. O segundo seria um maior fornecimento de
composto organico para SRBs, aumentando a concentracdo de glicerol, para aumentar a taxa
de reducdo de sulfato a sulfeto. Apesar disso, 0 consorcio microbiano mostrou ser uma boa
alternativa para ser utilizado em tratamentos de AMD, possibilitando o aumento do pH e

precipitacdo de metais de interesse econémico.
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