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RESUMO

A &gua de producdo é o residuo de maior volume gerado durante a extracdo de
petréleo, esse efluente possui caracteristicas quimicas provenientes do tipo rochoso do
reservatorio de extracdo do 6leo e composicdo bastante complexa, como a presenca de solidos
dissolvidos, metais em concentracOes elevadas, Oleos e graxas, entre outros. A presenca de
metais como ferro e bario nestas aguas, em contato com sulfatos e hidroxidos, favorece a
formacdo moléculas de baixa solubilidade que podem formar incrustacfes, danificando
tubulacbes e dificultando o escoamento do 6leo. Uma das alternativas para a remocdo destes
metais é 0 emprego de microrganismos como processo de biorremediacdo. Neste contexto, 0
presente trabalho tem como objetivo a obtencdo e selecdo de microrganismos para
subsequente aplicacdo na remocdo de ferro em aguas de producdo. Para isso, 0s metais
presentes em quatro amostras de agua de producdo de petréleo foram determinados por
técnicas de absorcdo atbmica com chama (F AAS) e espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Os dados obtidos foram utilizados como base
para os testes de isolamento e tolerancia a metais durante a selecdo dos microrganismos. Na
etapa de isolamento, as amostras foram pré-concentradas e semeadas em meios de culturas
solidos, Luria-Bertani (LB) e Sabouraud (SB), por 24 horas a 30 °C. As coldnias
morfologicamente diferenciadas foram repicadas até total isolamento. Os isolados foram
entdo selecionados frente aos fons metéalicos Ba®*, Ca**, Fe** e Sr** e a capacidade de
desenvolvimento em meios contendo baixa disponibilidade de nutrientes, condi¢cdes similares
as aguas de producdo de petroleo. Os isolados que apresentaram maior resisténcia aos metais
foram identificados molecularmente por sequenciamento do DNA ribossomal (regido 16S
para bactérias e ITS para levedura), sendo trés pertencentes ao género Bacillus e o terceiro
identificado como Rhodotorula mucilaginosa. Os quatro micro-organismos isolados, bem
como um controle positivo Bacillus subtilis ATCC (6633) foram testados quanto a remocao
de ferro em solucBes sinteticas e em amostras de agua de producdo de petroleo. Para as
amostras sintéticas, os microrganismos que obtiveram melhor remoc¢do foram AS1, AS3 e 0
controle, apresentando 93, 87 e 77% de remocao de Fe, respectivamente. Ja nas amostras reais
foi observada a interferéncia da matriz salina e de alta concentracdo de metais, sendo 0s
valores encontrados de remocdo para AS1, AS3 e Bacillus subtilis de 21, 25 e 13%,

respectivamente.

Palavras-chave: Remocéo de ferro, biorremediacéo, aguas de producéo.



ABSTRACT

Produced water is the largest volume waste generated during the extraction of
petroleum, this effluent has chemical characteristics derived from the rocky type of the oil
extraction reservoir and it has a very complex composition, including dissolved solids, metals
in high concentrations, oils and greases, and others. The presence of metals such as iron and
barium in these waters, in contact with sulfates and hydroxides, promotes the formation of
molecules with low solubility that can form incrustations, damaging pipes and hampering the
flow of the oil. One of the alternatives for the removal of these metals is the use of
microorganisms as a bioremediation process. In this context, this work has the objective of
obtaining and selecting microorganisms for subsequent application in the removal of iron in
production waters. In order to achieve this goal, the metals present in four samples of
produced water were determined by flame atomic absorption (F AAS) and inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). The obtained data were used as the
basis for the tests of isolation and tolerance to metals during the selection of the
microorganisms. In the isolation step, the samples were preconcentrated and seeded in solid
culture media, Luria-Bertani (LB) and Sabouraud (SB), for 24 hours at 30 °C. The
morphologically differentiated colonies were repeatedly streaked to complete isolation. The
isolates were then selected against the Ba?*, Ca?*, Fe** and Sr** metal ions and the
development capacity in media containing low availability of nutrients, conditions similar to
the produced waters. The isolates that showed the greatest resistance to the metals were
molecularly identified by sequencing the ribosomal DNA (16S region for bacteria and ITS for
yeast), three belonging to the genus Bacillus and the fourth identified as Rhodotorula
mucilaginosa. The four isolated microorganisms, as well as a positive control Bacillus subtilis
ATCC (6633), were tested for iron removal in synthetic solutions and in produced water
samples. For the synthetic samples, the microorganisms that obtained the best removal were
AS1, AS3, and the control, presenting 93, 87, and 77% of Fe removal, respectively. In the
produced water samples, the interference of the matrix of saline and high concentration of
metals was observed, with removal values for AS1, AS3, and Bacillus subtilis of 21, 25, and

13%, respectively.

Keywords: Iron removal, bioremediation, produced water.
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1. INTRODUCAO

1.1. Industria petrolifera

O petréleo é considerado uma das mais importantes fontes energéticas da sociedade
contemporanea. A vasta aplicabilidade possibilita a transformagdo em inimeros produtos,
dentre eles alguns combustiveis (ITE et al., 2013; HASSANI; SILVA; AL KAABI, 2017).
Considerado o seu elevado potencial energético, este recurso natural recebeu enorme procura
e consequente abertura de pocos durante o século XX devido a revolucdo das maquinas
movidas a combustivel e a expansdo da industria automobilistica (HUGHES; RUDOLPH,
2011; SALAMEH, 2014). Em virtude disso, as industrias petroliferas e petroquimicas
ganharam enorme poder, com grande impacto no ambito politico e econémico, gerando
desenvolvimento e renda em diversos paises (JAFARINEJAD, 2017).

Entretanto, a extracdo do 6leo bruto gera uma enorme quantidade de residuos, tanto
solidos quanto liquidos, sendo o de maior volume a dgua de producdo (VEIL; CLARK, 2011).
A geracdo deste residuo é concomitante a extracdo do 6leo e, portanto, estas dguas contém
uma alta concentracdo de sais provenientes do tipo rochoso da jazida, além de uma enorme
guantidade de 6leos emulsionados devido a pressdo e temperatura exercidas durante a
extracdo (LEE; NEFF, 2011).

1.2. Aguas de producéo de petroleo

As aguas produzidas no processo de extracao podem ser divididas em duas classes de
acordo com a sua fonte de geragdo: (i) as aguas de formacdo, oriundas do processo de
formacdo e maturacdo da jazida; e (ii) as dguas de injecdo que sdo inseridas para aumentar a
pressdo nos pocos e consequentemente facilitar o escoamento do oOleo (NEFF; LEE;
DEBLOIS, 2011). As proporcdes de agua de producdo geradas podem ser varidveis de acordo
com tempo da jazida, localizagdo e forma de manutencdo da pressao (caso inserido CO, ou
agua de injecdo). Entretanto, estima-se que para cada barril de petréleo, podem ser gerados de
0,5 a 9 barris de &4gua de producdo (VEIL; CLARK, 2011).

Em relagdo as aguas de formacgdo, sabe-se que devido a baixa concentracdo de
oxigénio durante o processo de formacéo da jazida, alguns metais, incluindo ferro, usualmente

encontram-se na fracdo sollvel e em elevadas concentracfes (AZETSU-SCOTT et al., 2007;
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NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011). Além disso, quando estas aguas sdo bombeadas até a
superficie, formam precipitados na forma de 6xidos, hidroxidos e sais de sulfato quando em
contato com agua do mar (AZETSU-SCOTT et al., 2007). Em virtude disso, alguns outros
metais podem co-precipitar com os sais formados, gerando pequenas particulas solidas que,
como absorventes, acabam aglomerando e formando granulos. De maneira geral, hidroxidos
de ferro e magnésio sdo responsaveis pelo inicio da cascata de formacdo de precipitados
(BEA et al., 2010; BOZKURT; MORENO; NERETNIEKS, 2000).

Além dos constituintes das aguas de formacdo, outros contaminantes também séo
encontrados nas aguas de producdo, como, dgua do mar, dgua doce e produtos quimicos
utilizados como facilitadores de extracdo que sdo usualmente injetados no pogo para aumentar
as taxas de extracdo do 6leo (NEFF; SAUER; MACIOLEK, 1992). A injecdo de 4gua, ou em
alguns casos CO, gasoso, para manter a pressdo e aumentar a recuperacdo de Oleo é o
processo mais aplicado atualmente nas diferentes plataformas. Nas estacfes maritimas
normalmente utiliza-se dgua proveniente do mar ou a re-injecdo das &guas de producgdo. Os
efeitos deste processo para o reservatorio e para as linhas de producdo da plataforma
dependem da composicdo quimica das aguas injetadas, entretanto, existem algumas
similaridades.

A Figura 1 demonstra a utilizacdo de agua de injecdo como forma de manter a pressao
nos pogos de extracdo de petroleo. E possivel observar também que a interface 4gua/éleo ndo

€ bem definida, sendo ambos extraidos concomitantemente.

Pogo Produtor

———
7Y )

Poco Injetor

B o

- —

Figura 1. Extracdo facilitada de 6leo pela injecdo de agua no poco. Fonte: (MIRANDA,
2010).
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A presenca de ferro, magnésio e bario, juntamente com demais ions divalentes na agua
de producdo pode causar problemas de incrusta¢des, principalmente quando a agua de injecao
for proveniente do mar, que costuma conter um elevado teor de sulfato (ANTHONI, 2006).
Além disso, os diversos produtos auxiliares adicionados na dgua de injecdo, para promover
melhores recuperacdes de 6leo e prevenir uma série de inconvenientes (formacao de emulsdes
estaveis, agentes quimicos xenobioticos, entre outros), estdo também presentes no efluente
final. Ainda, sabe-se que inimeros compostos organicos constituintes do petrdleo, que
permanecem na agua de producdo mesmo apds seu tratamento, sdo potencialmente
carcinogénicos e/ou sao capazes de promover bioacumulacdo em seres vivos (NWAICHI,;
WEGWU; NWOSU, 2014).

Em termos de geracdo das &guas de producéo, de acordo com Lee & Neff, em 2005, a
média do volume de dgua de producdo descarregada na costa brasileira foi de 73 milhdes de

metros clbicos no ano, isso representou 3% do total anual gerado no mundo.

1.3. Métodos de remocao de metais e biorremediacao

Alguns estudos relatam técnicas voltadas a remocdo de metais pesados em diversos
efluentes, como por exemplo, precipitacdo quimica, oxidacdo e reducdo, filtracdo, troca-
ibnica, osmose reversa, evaporacao e tratamento eletroquimico (GUNATILAKE, 2015; JAIN
et al., 2017; QDAIS; MOUSSA, 2004). Técnicas bioldgicas, como a utilizacdo de
microrganismos para o tratamento dos mais diversos tipos de efluentes, tornaram-se mais
recorrentes. Partindo do principio que as células microbianas tém capacidade de adsorver,
absorver e degradar diferentes compostos desde matéria organica, 6leos e até metais, nos
ultimos anos houve um enorme aumento nas pesquisas e aplicacdes de métodos bioldgicos de
tratamento, também conhecidos como biorremediacéo (SINGH et al., 2017).

Além disso, 0s processos de tratamento envolvendo microrganismos sdo de grande
relevancia ndo somente pela facilidade da aplicacdo e manutengdo, mas também pelo menor
custo associado, eficiéncia e baixo impacto ambiental, com pouca ou nenhuma geracdo de
residuos (O’BRIEN; BUCKLING, 2015). Em relacdo aos microrganismos, diversas bactérias
sdo descritas como efetivos adsorventes de metais em solucdo devido a grande area superficial
por unidade de peso (MORIWAKI et al., 2013; TUSON; WEIBEL, 2013).
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1.3.1. Mecanismos de ligagao célula-metal

Os mecanismos envolvidos nos processos de interacdo célula-metal s&o diversos,
porém, dentre eles, é importante destacar: (i) a ligacdo de metais a corpos extracelulares que
possibilita e captura e o impedimento da entrada dos ions, quando indesejaveis, na célula; (ii)
a associacdo de metais a grupos funcionais aderidos a superficie da célula, a qual ocorre com
um amplo espectro de metais, incluindo cadmio, chumbo, zinco e ferro; (iii) a presenca de
grupos sufidril, carboxil, hidroxil, sulfato, amino, amido e fosfato, os quais estdo envolvidos
no processo de captura e na forte interacdo com ions catiénicos (TUSON; WEIBEL, 2013).

Além disso, a interacdo microrganismo-metal pode ocorrer por vias de internalizacao
responsaveis, na maioria dos casos, pela aquisicdo de metais essenciais para a célula (Figura
2). Os transportadores de membrana e bombas de fluxo internalizam alguns metais presentes
no meio extracelular devido a similaridade dos ions e pressdo osmotica. Este evento, apesar
de poder chegar a niveis toxicos para as células, possui grande aplicacdo para a
biorremediagdo de metais, uma vez que é uma interacao forte e possibilita e remog¢édo do metal
do meio pela precipitacdo da biomassa microbiana.

O estudo da ligacdo de metais por células tem muitas vertentes, seja na salde, para a
compreensdo de captacdo de metais durante infeccdes (CASSAT; SKAAR, 2013), na ecologia
para a dindmica e ciclagem de minerais, muitas vezes fixados por microrganismos
(HAFERBURG; KOTHE, 2007), ou mesmo no tratamento de efluentes, usadas como
veiculos de absorcdo, concentracdo e remocdo de metais indesejados (TUNALI; CABUK;
AKAR, 2006). Além dos eventos de absorcdo/internalizacdo dos metais pelas células, existem
outras trés classes de moléculas responsaveis pela ligacdo de metais no meio extracelular com

grande potencial para aplica¢do na biorremediacdo, sdo elas:

1.3.1.1. Exopolimeros

A ligacdo extracelular também pode ocorrer, usualmente devido a agdo de
polissacarideos, carboidratos e algumas vezes, cidos nucleicos e acidos graxos (SCHIEWER,;
VOLESKY, 2000). Este mecanismo, que pertencente ao processo de formacdo de biofilmes,
oferece a célula protecdo contra dissecacdo, fagocitose e parasitismo, e a entrada de moléculas
toxicas comuns em ambientes naturais. Os exopolimeros (EPS) sé&o particularmente eficientes

na ligacdo de metais pesados, como chumbo, cddmio e urénio. Os grupos funcionais presentes
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nestas moléculas sdo, geralmente, carregados negativamente e, por isso, a eficiéncia de
ligacdo aos metais esté ligada a carga e ao pH do meio (WILDE et al., 2006). A detoxificacdo
via EPS ocorre devido a imobilizagdo e prevencdo da entrada do metal na célula. Micrococcus
luteus e Azobacter spp., por exemplo, realizam a imobilizacdo de chumbo por EPS,
possibilitando a resisténcia das células no meio e consequente desenvolvimento da colonia

microbiana, mesmo em condigdes toxicas (CHEN et al., 1995).

1.3.1.2. Sideroforos

Outro tipo de molécula, produzida por microrganismos e com alta capacidade de
ligacdo a metais, sdo os sideroforos, estes sdo excelentes complexantes de ferro e possuem
baixo peso molecular. Sua funcdo bioldgica basal é captar ferro em ambientes de baixa
disponibilidade do metal e facilitar o transporte até as células (AHMED; HOLMSTROM,
2014). Entretanto, alguns metais com similaridade ao ferro podem interagir com esta
molécula, como aluminio, galio e cromo na sua forma trivalente (GLASAUER et al., 2013). A
ligacdo dos metais a uma molécula organica, como o sideroforo, também fornece protecéo as
células, uma vez que a toxicidade é reduzida quando formado o complexo quelante. Um
exemplo € a reducdo da toxicidade de cobre em cianobactérias pela presenca de sideroforos
(HUERTAS et al., 2014).

1.3.1.3. Biossurfactantes

Os biossurfactantes por sua vez, séo uma classe de compostos produzidos por diversos
microrganismos que em sua maioria Ssdo exportados para 0 meio extracelular
(VIJAYAKUMA; SARAVANAN, 2015). Apesar da aplicacdo de biossurfactantes ser
fortemente voltada para os efluentes do petr6leo, com o objetivo de diminuir a tensdo
superficial entre dois liquidos e/ou formar micelas para captacdo do 6leo, Maier & Soberon-
Chavez mostraram a viabilidade da aplicacdo de biossurfactantes como complexantes de
metais, como cadmio, chumbo e zinco (SOBERON-CHAVEZ; MAIER, 2011).

A acdo dos biossurfactantes, diferentemente dos sideréforos, ndo esta associada
diretamente a um mecanismo de resisténcia a metais, mas sim ao aumento da solubilidade
destes no meio. Contudo, assim como para os sideréforos e demais moléculas ligantes de
metais, o complexo biossurfactante-metal ndo apresenta toxicidade para as células
microbianas (R1ZZO et al., 2015).
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Apesar de ainda nao existirem estudos mostrando a influéncia da presenca de metais e
a producdo de biossurfactantes como forma de defesa, existem evidéncias de que é mais
provavel isolar microrganismos produtores de biossurfactantes em ambientes contaminados
com metais do que ambientes ndo contaminados (GOVARTHANAN et al., 2017).

Permeacgido
lipidica

Endocitose @

Bomba
deion

Permeacio
carreada

Permeagao por
complexos

Figura 2. Meios de permeacdo de metais em camadas lipidicas. Representado por
M?* ou somente M quando complexado os metais entre as vias de permeagdo na membrana
celular. Dependendo da condigdo e do elemento, os metais podem ser transportados por vias
dependentes de ATP (ex. permeacdo carreada e bomba de ion), ou por meios ndo dependentes
de ATP (ex. permeacao lipidica). Fonte: Adaptado de SIMKISS; TAYLOR (1989).

Os microrganismos possuem formas consideraveis de resisténcia & metais devido a sua
exposicdo elevada desde os primérdios da existéncia da vida microbiana na terra. A
contaminacdo antropogénica impulsionou a necessidade pelo melhor compreensdo dos
mecanismos de defesa das espécies capazes de tolerar condi¢Bes estressantes de metais no
meio, com intuito de propor métodos de remediagédo baseados na utilizacdo de organismos.

A longa exposi¢do dos microrganismos a ambientes com altas concentragdes de
metais, possibilitou a selecdo e evolucdo de marcas moleculares e/ou fisiologicas
determinantes para a sobrevivéncia de géneros e espécies em diferentes meios. Muitas dessas
marcas, devido ao tempo de exposicdo, ja se encontram associadas aos Cromossomos, mas

algumas ainda sdo passiveis de mobilidade genética, como plasmideos e transposons
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(BELLIVEAU et al., 1987). Neste sentido, a resisténcia a metais pode ser dividida em trés
categorias: (a) Mecanismos gerais, ndo envolvidos e/ou dependentes de estresse por metais;
(b) Mecanismos gerais que séo ativados em casos de estresse por metais; e (c) Mecanismos
especificos para resisténcia que sdo ativados em casos especificos de presenca de metais
(HASSEN et al., 1998).

Mecanismos gerais usualmente sdo destinados a outras funcdes, no entanto, por
apresentarem afinidade por ions metalicos, acabam funcionando como forma de defesa. A
producdo de biofilmes, por exemplo, € utilizada como forma de protecdo, adesdo e
manutencdo da coldnia microbiana, mas ainda assim protege as células da entrada de metais
indesejados pela complexagédo destes com a matriz extracelular (TEITZEL; PARSEK, 2003).

Desta forma, a aplicacdo de microrganismos visando compreender a relagdo com ions
metalicos tém ganhado destaque como forma de remover e recuperar metais em efluentes da
industria petrolifera. Atualmente, ndo existe lesgilacdo especificando a concentracdo méaxima
permitida de metais em &guas de producdo, entretanto, é de grande importancia, tanto
ambiental quanto econdémica, uma investigacdo na concentragdo de determinados elementos,
uma vez que alguns podem causar entupimentos e desgastes nas linhas de producéo. Devido a
isso, propostas de medidas eficazes de tratamento das aguas sdo necessarias, seja para seu
descarte apropriado ou reinjecao.

Além disso, os mecanismos utilizados pelas células microbianas durante a remocéo de
metais ainda ndo foram completamente elucidados, e por isso, torna-se de grande importancia
0 desenvolvimento de novos estudos para melhorar o seu entendimento e possibilitar a sua

aplicagdo como processo de biorremediagao.
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2. JUSTIFICATIVA

A 4gua de producdo é caracterizada por sua grande complexidade devido ao nimero
de compostos organicos e inorganicos presentes de forma dispersa e/ou dissolvida (NEFF;
LEE; DEBLOIS, 2011). Os hidrocarbonetos sdo 0s principais constituintes presentes na forma
dispersa (goticulas de 6leo), enquanto que na forma dissolvida encontram-se uma grande
variedade de compostos organicos como, por exemplo, cetonas, &cidos carboxilicos e fendis
(LEE; NEFF, 2011). Além destes, também sdo encontrados metais, dissolvidos ou
precipitados, os quais sdo de grande preocupacao ambiental e industrial. Estas caracteristicas
acarretam impactos a vida marinha pela alteracdo dos perfis fisico-quimicos das aguas, a
salde humana devido aos possiveis eventos de bioacumulacdo de elementos tdxicos
ocasionados pela ingestdo de peixes e frutos do mar (MARCUSSEN et al., 2007) e as linhas
de producdo pela acumulacdo de sedimentos de ferro, bario, magnésio e demais metais
divalentes, impedindo a producéo de petréleo (NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011).

Apesar da falta de uma lei especifica para regulamentar e fiscalizar o descarte de
aguas de producdo quanto as concentracdes de metais, 0s investimentos no desenvolvimento
de novos métodos sdo de grande importancia para o tratamento desses efluentes e
minimizagdo dos danos anteriormente citados. O tratamento, entretanto, requer um método
com alta eficacia, baixo impacto ambiental (residuos quimicos, sélidos ou xenobidticos) e
baixo valor associado. A utilizacdo de células microbianas para remocdo de metais entra neste
cenario de forma promissora, quando consideradas as capacidades de absorver e adsorver
metais, ou mesmo de degradar compostos aromaticos. Desta forma, a biorremediacdo
possibilita o tratamento de diferentes componentes, mesmo em amostras complexas de aguas
de producéo.

A utilizacdo de microrganismos provenientes de amostras residuais tem grande
potencial devido a vasta biodiversidade de espécies presentes, as quais podem conter um
amplo espectro de atividades metabdlicas em relacdo aos diferentes contaminantes. Com
adequados metodos de selegdo e direcionamento das linhagens isoladas, é possivel designar o
melhor tratamento para determinados poluentes. Neste trabalho, portanto, foi realizado o
isolamento e a aplicacdo de microrganismos para a remocao de ferro em &guas de producéo,

visando a melhoria da qualidade das &guas produzidas, seja para descarte ou reutilizacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar e aplicar microrganismos para a remocao de ferro em diferentes aguas de

producdo de petroleo.

3.2. Objetivos especificos

a. Determinar a concentracdo de metais em quatro amostras de agua de producdo de
petréleo;

b. Isolar microrganismos das amostras de dguas de producéo;

c. Selecionar os microrganismos com maior capacidade de desenvolvimento em meios
contendo concentracgdes de ferro;

d. Identificar os microrganismos selecionados por sequenciamento de DNA ribossomal;

e. Avaliar a remocao de ferro pelos microrganismos selecionados em solucdes sintéticas;

f. Avaliar a remocéo de ferro pelos microrganismos selecionados em amostras de agua

de producéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencdo e caracterizagdo das aguas de producao

Quatro amostras de agua de producéo foram utilizadas (A, B, C e D). Sendo A e B da
costa brasileira, porém sem localizacdo conhecida, e C e D dos estados do Espirito Santo e
Sergipe, respectivamente.

As metodologias para decomposicdo e determinacdo de metais foram adaptadas de

Souza e colaboradores, 2017.

4.1.1. Preparo das amostras — Decomposi¢cdo por radiacdo micro-ondas e ultra-

violeta

A caracterizacdo prévia para quantificacdo de metais nas amostras de agua de
producdo de petrdleo foi realizada pela decomposicdo da matriz através da acdo de acido
nitrico e peroxido de hidrogénio como agentes oxidantes, além da irradiacdo de ondas de
micro-ondas e ultravioleta (MW-UV), facilitando a decomposi¢cdo. O procedimento foi
realizado em um forno de micro-ondas Anton Paar. A reducdo do teor de carbono organico
total (TOC) serviu como parametro para determinar a relacdo inicial/final de compostos

organicos presentes na solucdo de decomposicao.

4.1.2. Determinacdo de metais por técnicas de espectrometria de absorcédo e emissao

atdbmica

Apo0s a decomposicao das amostras de dguas de producao por MW-UV foi realizada a
determinacéo de Ba®*, Ca®*, Fe**, Na" e Sr** por espectrometro de emissdo 6tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES). Os metais Ca®*, Fe** e Na* também foram determinados
por espectrometro de absorcdo atdbmica com chama (F AAS) devido a alta concentracdo

esperada.
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4.2. Isolamento de microrganismos

As quatro amostras de &gua de producdo de petrleo foram utilizadas para o
isolamento de microrganismos. Estas foram pré-concentradas em membrana 0,22 pm estéril e
0 material retido no filtro foi suspendido em &gua destilada estéril (1 mL) e semeado em
meios de cultura Sabouraud (SB) e Luria-Bertani (LB) cultivados a 30 °C por até 5 dias.

As coldnias com morfologia macroscopica diferenciada foram selecionadas e
repicadas até total isolamento e armazenadas em glicerol (20%) a — 80°C.

Composicéo dos meios: LB (10 g L™ triptona, 5 g L™ extrato de levedurae 5 g L™
NaCl); SB (20 g L™ glicose e 10 g L™ NaCl).

4.3. Selecé@o de microrganismos por toleréncia a metais

Os microrganismos obtidos, juntamente com o controle positivo Bacillus subtilis
(ATCC 6633), foram cultivados a 30 °C em meios sélidos (LB ou SB) contendo a maior
concentracdo dos quatro metais encontrada entre as quatro adguas de producdo de petrdleo
(Ca?* 3500 mg L™; Ba?* 40 mg L™*; Fe** 40 mg L™ e Sr** 140 mg L™). O perfil de crescimento
foi observado a cada 24 horas. Os isolados que ndo apresentaram crescimento e/ou
aparecimento de coldnias em relacdo aos demais, foram descartados do estudo. Além disso,
uma etapa adicional de selecdo foi realizada no intuito de observar o crescimento dos
microrganismos em meios com baixa disponibilidade de nutrientes (glicose 0,5%, NH;NO3
0,1% e KH,PO,4 0,1%) juntamente & concentragdo de Ca”*, Ba?*, Fe** e Sr**, simulando as
condicdes das aguas de producdo (PONTECORVO, 1949). Além disso, 0s microrganismos
selecionados foram caracterizados morfologicamente por coloracdo de Gram
(MCCLELLAND, 2001).

4.4. Teste de sensibilidade em diferentes concentragdes de ferro

Para observar a tolerdncia especifica para as concentracbes de ferro, o0s
microrganismos selecionados e o controle positivo Bacillus subtilis (ATCC 6633) foram
cultivados em meio liquido LB (30 °C por 24h a 200 rpm) seguido por duas lavagens com
solugdo NaCl 0.85%, para remocdo de todo conteudo nutritivo do meio, a concentracdo de
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células foi entdo padronizada por espectroscopia otica a 600 nm para densidade optica de 0,8
e, em seguida, diluida em séries de 10, 100, 1000, 10000 e 100000 vezes. Uma aliquota de 3
uL de cada diluicdo, incluindo a concentrada, foi dispensada em placas de meio sélido LB
contendo diferentes concentrac@es de ferro, variando de 1 a 10 vezes a concentracdo do ion
(40, 80, 200 e 400 mg LY.

4.5. Identificacdo molecular por sequenciamento de DNA

Os microrganismos isolados foram cultivados em meio liquido LB ou SB por 24h a
30°C e 200 rpm, apds foram lavados com solucdo de NaCl 0.85%, e submetidos ao protocolo
de extracdo de material genbmico com pérolas de vidro (FREDRICKS; SMITH; MEIER,
2005). A confirmagéo da extragéo foi realizada por eletroforese em gel de agarose 0.8% e as
amostras foram armazenadas a -20°C.

Foram utilizados primers de amplificacdo das regides 16S e ITS, para bactérias e
leveduras, respectivamente. As condigdes utilizadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para amplificagdo da regido 16S foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 10 min, 30 ciclos
(95°C por 30's, 55 °C por 30 s, 72 °C por 2 min) e 10 minutos de extensao final a 72° C. Para
a amplificacdo da regido ITS na levedura BS1 as condi¢cdes foram: 94 °C por 5 min de
desnaturacao inicial, 35 ciclos (94 °C por 15 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min e 30 s) e
extensdo final de 6 min a 72 °C. Ap6s os produtos de DNA foram purificados com o kit
EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific).

O sequenciamento foi realizado pela ATCGenes analises moleculares (Centro de
Biotecnologia, UFRGS) em um sequenciador AS 3500xI Genetic Analyzer — Applied
Biosystems. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram tratadas e alinhadas para obtencédo
de contigs na ferramenta PHPH disponibilizada pela Embrapa (TOGAWA, et al., 2006). Os
resultados foram comparados com as sequéncias de nucleotideos de espécies de referéncia
obtidas EMBL/GenBank database, usando NCBI BLAST (ELEANOR; LANGENAU, 2011).

4.6. Avaliacdo da remocéo de ferro em amostras sintéticas

Para avaliar o potencial de aplicacdo dos isolados selecionados na remocéo de ferro
das aguas de producdo, um teste inicial foi realizado em frascos de Erlenmeyer (125 mL)

contendo uma solucdo de 40 mg L™ de ferro em &gua destilada. Uma concentracéo conhecida
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de células foi aplicada sobre a amostra sintética para atingir a densidade Optica final de 0,8.
Os frascos de solucdo de interagdo célula-metal, bem como os respectivos controles (somente
metal e somente célula), foram incubados em agitador orbital a 30 °C por até 48 h com
agitacdo de 200 rpm.

Aliquotas de 5 ml foram retiradas nos tempos de 0,5; 2; 6; 12; 24 e 48 horas para
observacdo da remocao em diferentes tempos de interagdo. Apds a interagdo, as células foram
separadas por centrifugacdo a 9000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado em
tubos de Falcon (50 mL) e o restante do material sélido (células com ferro internalizado ou
fortemente aderido) foi submetido a digestao acida com HNO3 14 M por 24 horas.

O sobrenadante, o produto de lavagem das células e o digerido foram analisados por F
AAS para a determinacédo da concentracédo de ferro.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e Bacillus subtilis (ATCC 6633) foi

utilizada como controle.

4.7. Avaliacao da remocao de ferro em amostras de 4gua de producéo

O mesmo procedimento empregado as amostras de solugbes sintéticas foi realizado
para as amostras de &gua de producdo. Entretanto, uma etapa de centrifugacdo foi

acrescentada para remocédo dos granulos presentes nas amostras.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacgdo de metais em amostras de agua de producao de petroleo
Na tabela 1 estéo dispostos os valores encontrados para os 5 analitos quantificados em ICP-
OES e F AAS nas quatro amostras de agua de producdo de petréleo digeridas por MW-UV.

Tabela 1. Caracteriza¢do quimica das amostras de dgua de producéo de petréleo.

. Amostras
Analito LQ*
A B C D
Ba 9,00 £0,43 559+0,12 1,72+0,12 38,3+0,9 0,006
Ca 3551 + 163 445 + 3 2315 + 83 1957 + 81 0,462
Fe 1,06 + 0,03 0,82 +£ 0,01 1,29+0,02 412+1,0 0,021
Na 16849 + 518 4358 + 110 38608 £ 979 14678 +476 0.103
Sr 120+ 5 247+0,9 69,8+24 138+ 2 0,004

*Limite de quantificacdo. Valores em pg g™
5.2. Isolamento dos microrganismos presente nas amostras

As diferencas morfoldgicas das coldnias foram utilizadas como pardmetro para o
isolamento dos diferentes microrganismos presentes nas quatro amostras. Foram observados
aspectos como: regularidade das bordas, presenca ou auséncia de pigmentagéo/cor,
cremosidade, brilho ou opacidade e formacdo de relevo. Fungos filamentosos ndo foram
considerados no isolamento, somente bactérias e leveduras.

Desta forma, foram identificadas 26 colénias morfologicamente diferentes, como pode
ser observado na tabela 3.

A nomenclatura respectiva para cada microrganismo isolado estd relacionada a
amostra de agua de origem (A, B, C e D), meio de cultivo de crescimento (L = LB; S =

Sabouraud) e ordem de isolamento.
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Tabela 3. Microrganismos isolados a partir de aguas de producao.
Meio de cultura
Luria-Bertani Sabouraud
- AS1
- AS3
BL1 BS1
BL2 BS2
BL3 BS3
B BL4 BS4
BL5 -
BL6 -
BL7 -
CL1 -
CL2 -
C CL3 -
CL4 -
CL5 -
DL1 DS1
DL2 -
DL3 -
D DL4 -
DL5 -
DL6 -
DL7 -

Amostra

A

5.3. Teste de tolerancia as concentracdes de metais em meio nutritivo
Os 26 isolados foram observados quanto ao crescimento em meios de selecdo para
tolerancia para os quatro fons metalicos (Ba®*, Ca?*, Fe** e Sr**) durante 4 dias de incubacéo.
As colonias que apresentaram maior facilidade no desenvolvimento foram consideradas
promissoras. As linhagens que se desenvolveram com alguma deficiéncia foram

desconsideradas. A tabela 4 indica os selecionados na primeira etapa de tolerancia a metais.
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Tabela 4. Microrganismos com tolerancia as concentragdes de
metais infundidos em meios LB e SB.

Meio de cultura

Amostra . i
Luria-Bertani Sabouraud
- AS1
A i AS3
BL2 BS1
B BL5 -
BL6 -
CL2 -
C CL3 -
CL4 -
DL3 DS1
DL6 -
D DL7 -
DL8 -

5.3.1. Teste de tolerancia as concentragdes de metais em meio minimo
Para a selecdo dos microrganismos capazes de se desenvolver em meios com baixa
disponibilidade de carbono, os microrganismos resistentes a primeira etapa, foram semeados
em meios de baixa disponibilidade energética suplementados de metais. Neste experimento,
foram considerados todos 0os microrganismos que apresentaram desenvolvimento de colonia,
mesmo que tardio. Na tabela 5 estdo apresentados os isolados que demonstraram

desenvolvimento nesta etapa de selecéo.

Tabela 5. Microrganismos tolerantes as condi¢des de baixa disponibilidade energética e
concentragdes de metais.

Meio de cultura

Amostra ) .
Luria-Bertani Sabouraud

AS1
AS3

B BL5 BS1
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5.3.2. Teste de sensibilidade — Concentracéo de ferro x Concentracao de celulas
O teste de sensibilidade foi utilizado para observar o limite de tolerancia dos diferentes
microrganismos isolados em relacdo ao controle (Bacillus subtilis ATCC 6633), sendo as
linhagens AS1, AS3 e BS1 as que apresentaram maior tolerancia, resistindo a elevadas
concentracdes de ferro.
Fe 40 mg L! Fe 80 mg L! Fe 200 mg L! Fe 400 mg L!

C 10! 102 103 10* 10° C 10! 102 102 10* 105 C 10! 102 102 10* 105 C 10 102 102 10* 107

B.subtitis X 1 PRI T I X XY
ASIL E E N YNNI NN E
@000 ¢ oo 00000

Figura 3. Teste de sensibilidade para os quatro isolados e o controle Bacillus subtilis
(ATCC 6633) em concentragOes crescentes de ferro. Cada ponto de desenvolvimento de
colénia representa a diluicdo da suspenséo de células O.D. 0,8 até a diluicdo de 107, sendo C
o controle B. subtilis. A concentragdo dos metais suplementados em meio sélido LB foi
realizada na escala de 1, 2, 5 e 10 em relagdo a inicial (determinada pela concentracdo do ion
ferro encontrada na amostra D de agua de producdo). (A) Isolados bacterianos em meio LB +
Fe observados apds 24 horas de incubacdo a 30 °C. (B) Levedura isolada em diferentes

concentracgdes celulares em meio SB + Fe observada ap06s 48 horas de incubacdo a 30 °C.

5.4. Morfologia celular e identificagdo molecular
Apbs os testes de selecdo previamente descritos, os microrganismos nomeados por
AS1, AS3, BL5 e BS1 tiveram a morfologia observada por teste de Gram e foram
identificados por métodos moleculares de sequenciamento de DNA. Foram analisadas as
sequencias parciais dos genes 16S e ITS (para o isolado BS1) e os resultados encontrados para

cada microrganismo estéo dispostos na tabela 6.

Tabela 6. Identificacdo celular e molecular dos microrganismos selecionados.

Microrganismo isolado  Morfologia celular Identificacéo
AS1 Bacilo Gram-positivo Bacillus sp.
AS3 Bacilo Gram-positivo Bacillus sp.
BL5 Bacilo Gram-positivo Bacillus sp.

BS1 Leveduriforme Rhodotorula mucilaginosa
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5.5. Remocdao de ferro em solugdes sintéticas de metais

ApoGs a interacdo célula-solucdo sintética foram obtidas 2 fases: (i) sobrenadante,
constituido pela solugdo da primeira centrifugacdo e (ii) precipitado, correspondente as
células lavadas que poderiam conter ferro internalizado e/ou fortemente aderido.

O sobrenadante foi passivel de quantificacdo diretamente, necessitando apenas de
diluicbes para adequagdo a curva de calibracdo. A fracdo precipitada (células) foi digerida em
HNO3 14 M bidestilado até completa decomposicdo do material organico e solubilizagdo dos
componentes inorganicos.

A concentracdo de ferro foi determinada por F AAS em ambas fra¢6es, os resultados
obtidos estdo dispostos na figura 4 (porcentagem de ferro no sobrenadante, da qual foi
atrelada a taxa de remoc¢do do metal) e figura 5 (porcentagem de ferro nas células apds
digestdo, utilizada para complementacao dos resultados obtidos no sobrenadante). Os valores
foram calculados em func¢éo da concentracéo inicial de ferro, obtida da solugéo controle.

As recuperagdes, concentracdo de ferro nas células e concentracdo de ferro no
sobrenadante em relacdo a concentracdo inicial, permaneceram entre 95 e 105%, resultado
satisfatorio considerando os desvios analiticos e limitacGes da técnica de espectrometria.

A remocdo de ferro foi considerada pela concentracdo final no sobrenadante em

relacdo a concentracdo inicial determinada nas solucGes controle.
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Figura 4. Remocéao de ferro em diferentes tempos de incubacdo. O controle (B. subtillis
ATCC 6633) apresentou média de remocdo de 75%, enquanto AS3 e AS1, de 80 e 85%,
respectivamente. Os isolados BL5 e BS1 apresentaram valores inferiores, proximos a 50%.

Remocéo calculada em funcdo da concentragéo de ferro encontrada no sobrenadante.
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Figura 5. Porcentagem de ferro aderido e/ou absorvido pelos microrganismos em
diferentes tempos. A concentracdo de ferro encontrada nas células foi utilizada para
complementacdo dos dados obtidos no sobrenadante (efluente tratado). No tempo de 24 horas,
a quantidade de ferro determinada nos isolados AS1 e AS3 foram de 91 e 79%, enquanto o
controle foi de 80%. Os isolados BL5 e BS1 apresentaram interacdo maxima com ferro no

tempo de 48 horas, sendo 56 e 46%, respectivamente.

O tempo de 24 horas de interacdo apresentou maior taxa de remocdo de ferro,
chegando a 93% para o isolado AS1. Em virtude disso, foram realizados testes estatisticos
para determinar se, nesta condicdo, havia diferenca significativa entre os melhores

microrganismos isolados, e entre os isolados e o controle positivo (figura 4).
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Figura 6. Remocao de ferro em 24 horas de incubacgdo. A remocao observada para os
isolados AS1 e AS3 foi significativamente superior ao encontrado para o controle.

Enquanto os isolados BL5 e BS1 exibiram valores significativamente inferiores ao
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Bacillus subtilis. Valores correspondentes a média de triplicatas + SD. (**) Resultado com

diferenca significativa em relagdo ao controle. Teste t, significAncia de 95% (p = 0,015). (***) Resultado

com diferenca significativa em relacéo ao controle. Teste t, significAncia de 95% (p < 0,0001)

5.6. Remocdao de ferro em amostras de 4gua de producéo
Devido a presenga de particulas solidas contendo ferro insoluvel, as amostras foram
inicialmente centrifugadas para a retirada do material particulado e, em sequéncia, acrescidas

de padrdo de Fe 1000 mg L™ para a concentracdo de 40 mg L™.
No intuito de observar os efeitos da matriz de agua de produgdo sobre a remocao

mediada por células microbianas, foram aplicados os trés melhores microrganismos testados.
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Figura 7. Remocao de ferro em amostras de &guas de producdo. Porcentagens de
remocao de ferro em amostras de agua de producdo em 24 horas de interacdo para 0s
isolados AS1, AS3 e controle B. subtilis (ATCC 6633). Valores correspondentes a média

de triplicatas = SD. (**) Resultado com diferenca significativa em relagdo ao controle. Teste t,
significancia de 95% (p = 0,015) (***) Resultado com diferenca significativa em rela¢do ao controle. Teste
t, significancia de 95% (p = 0,0001).



30

6. DISCUSSAO

As concentragBes de ferro encontradas nas amostras de agua de producdo foram
condizentes com as demais descritas na literatura (LEE; NEFF, 2011). A amostra D exibiu
concentracdo de ferro proxima a 40 mg L™ e foi utilizada como referéncia para os testes de
remocao, esta apresenta um valor médio entre os demais encontrados em outros estudos
(IGUNNU; CHEN, 2014). Este valor, apesar de ser préximo ao usualmente encontrado em
aguas de producdo, € 20 a 1000 vezes maior do que o encontrado em amostras de &gua do
mar, que varia de 0,0008 a 2,0 mg L™ (WORSFOLD et al., 2014).

Esta diferenca significativa demonstra a dimensdo da poluicdo gerada pelo descarte
incorreto do efluente. Considerando a fato de que 0s organismos marinhos estdo habituados as
baixas concentra¢des de metais na agua do mar, a alteracdo destes niveis, pela adi¢do de 4gua
de producdo ao ambiente, pode acarretar danos severos a biodiversidade (FERREIRA et al.,
2013).

A capacidade do microrganismo BS1 (Rhodotorula mucilaginosa) de se desenvolver
mesmo em meios com elevadas concentracdes de ferro (800 mg L™) provavelmente esta
associada a mecanismos de efluxo de metais da célula (GHOSH et al., 1999;
MACIASZCZYK-DZIUBINSKA; WAWRZYCKA; WYSOCKI, 2012). Assim como
existem bombas e canais de incorporacdo de metais, existe 0 mecanismo oposto para
regulacdo da homeostase e do balango osmotico intra/extracelular. A levedura BS1, neste
caso, provavelmente mantém a concentragcdo dos metais balanceada, de forma que permita a
sobrevivéncia da célula no meio. Os demais isolados e o controle possivelmente ndo possuem
mecanismos fortes para regulacdo do balanco osmotico, sendo vulneraveis a entrada excessiva
de metais no meio intracelular, podendo chegar a niveis toxicos para a célula (TSAI; HSU;
ROSEN, 1997).

A identificacdo dos microrganismos selecionados obtidos a partir de sequenciamento
de DNA, pertencentes ao género Bacillus, corroboram a literatura e a utilizagdo de Bacillus
subtilis (ATCC 6633) como controle para este trabalho (BEVERIDGE; MURRAY, 1980;
FOWLE; FEIN, 1999; MULLEN et al., 1989). Este género é amplamente descrito como
capaz de adsorver ou absorver metais, inclusive metais toxicos (ARIVALAGAN et al., 2014;
OVES; KHAN; ZAIDI, 2013; OZDEMIR et al., 2017; TOURNEY et al., 2009). A levedura

Rhodotorula mucilaginosa também é descrita como um microrganismo ambiental e foi
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isolada anteriormente em efluentes contendo elevadas concentracdes de mercuario (LIU et al.,
2017).

Para a remocdo de ferro em amostras sintéticas, é possivel observar que a aplicacéo
dos microrganismos isolados resultou em melhores taxas de remogdo quando comparados ao
controle B. subtilis ATCC 6633. Este resultado € instigante quando comparado ao observado
macroscopicamente nas coldnias cultivadas em meio contendo ferro. O isolado AS1 apresenta
colonias de coloragdo branco-amarelado, o microrganismo AS3 exibe principalmente nas
bordas das col6nias uma coloracdo laranja e, curiosamente, o controle uma coloracdo
vermelha intensa, assim como a solucgéo de ferro utilizada nos testes (Figura 1.1 — Anexo ).

Uma hip6tese para essa comparacao é a diferenca na forma ou coordenagdo que o
ferro é capturado pelas células, sendo o controle capaz de assimilar ferro no estado de
oxidacdo 3+ como por exemplo Oxido ou hidréxido; o isolado AS1 pode estar assimilando
ferro na forma reduzida, captando como sulfeto ou fosfato e, o isolado AS3, por apresentar
uma coloracdo celular intermediaria, possivelmente é capaz de assimilar ambas as condicdes,
ferro no estado de oxidagdo 2+ ou 3+ (GUTLICH; GASPAR; GARCIA, 2013; OWEN;
JOHN, 2001).

E possivel estabelecer, também, algumas relagbes entre os niveis de remocdo
encontrados para os isolados e a tolerancia destes em meios sélidos contendo ferro. A
levedura BS1, conforme comentado anteriormente, possivelmente utiliza mecanismos de
efluxo para sobrevivéncia em meios estressantes. Indicios destes mecanismos sao observados
novamente na etapa de remoc¢do, onde a levedura interage com cerca de 50% do metal na
concentracdo de 40 mg L™. J4 os isolados AS1 e AS3, por provavelmente ndo regularem o
balanco inta/extracelular de ferro, possuem maiores taxas de absorcao e adsorcao de ferro nas
células (93 e 87%, respectivamente).

Dessa forma, a remocdo de ferro pode estar atrelada a interacéo da célula com o metal,
porém, € necessario um equilibrio entre a capacidade de sobrevivéncia em meios contendo
alta concentracdo de metais e com a ndo-expulsdo dos ions apoés ligagdo/internalizacao.

Quanto a andlise de remocdo em diferentes tempos, o tempo de 24 horas foi
estabelecido em virtude da elevada remocdo encontrada para os isolados AS1 e ASS3.
Entretanto, é valido ressaltar que os valores para remog¢do em 2 horas, ou mesmo 30 minutos,
podem ser considerados satisfatorios dependendo da aplicagéo e do efluente a ser tratado.

Em contrapartida, a remocdo diminuida observada em amostras de agua de produgéo
pode ser explicada devido a presenga de diversos metais na matriz que, em altas

concentragOes, dificultam a entrada de ferro nas células. Além disso, a presenca de demais
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ions divalentes no meio satura 0s grupamentos aniénicos presentes intra e extracelularmente.
Ainda assim, consideradas as proporgdes relativas de ferro em relacdo aos ions de célcio e
estroncio (cations de carga 2+), a remocdo de cerca de 25% para o isolado AS3 mostrou
especificidade para a ligacéo a ferro.

Alguns ajustes no tempo de incubacéo, concentracdo de células, agitacdo e reaplicacao
de indculos ainda podem ser realizados almejando melhores taxas de remocdo para cada
isolado. Ainda é possivel implementar o sistema de remog&o a suportes, na forma imobilizada

ou entdo liofilizando as células para aplicacdo de biomassa seca.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A biorremediacdo entra no cenario de tratamento de efluentes de forma promissora. A
aplicacdo de microrganismos para remocao de metais cresce significativamente devido ao
interesse ambiental e econdémico. Alguns metais, como ferro, bario e estrdncio, ndo geram a
devida preocupagdo por ndo apresentarem riscos severos a saude, entretanto, é emergente a
procura por novos métodos de tratamento para remocédo destes metais em linhas de producéo
as quais podem causar danos.

Neste trabalho, foi realizada a prospeccdo de microrganismos em amostras de
efluentes provenientes da extracdo de petréleo (dguas de producdo) para a aplicacdo como
método de remocdo de ferro, visando a diminuicdo dos danos gerados pelo metal na
contaminacdo ambiental e no entupimento e desgaste de bombas usadas durante a extracdo do
6leo. Do total de 25 isolados, 2 se mostraram promissores juntamente ao controle positivo
Bacillus subtilis ATCC 6633. Os isolados AS1 e AS3 apresentaram remocao de ferro entre 87
e 93% nas amostras sintéticas. Ja durante o tratamento das amostras reais de aguas de
producdo, o microrganismo AS3 apresentou remocao de cerca de 25%, evidenciando o efeito
da matriz sobre a capacidade de absor¢do de metais pelas células.

Considerando a elevada remocgdo de ferro em amostras sintéticas pelos dois dos
microrganismos isolados, é importante salientar a necessidade de continuar investigando 0s
mecanismos associados a interagdo do metal as células microbianas. Visto que também existe
um potencial de aplicacdo ambiental e econdémico atrelado a recuperagdo de metais, como por
exemplo prata, ouro, cério, lantanio, os quais sdo considerados valiosos.

A aplicacéo das celulas em escala piloto ainda é uma perspectiva, entretanto, existem

inimeros trabalhos possibilitando o uso das mesmas na forma planctdnica, conforme este
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trabalho, associada a suportes ou mesmo em biofilmes. Além dessa meta, ainda se destacam

outras perspectivas, como:

Observar, por microscopia eletronica de varredura (MEV), os depdsitos de ferro sobre
a parede celular microbiana e/ou na matriz extracelular em biofilmes;

Desenvolver métodos para especificar os metais a serem internalizados, possibilitando
a abrangéncia da aplicagdo do método como forma de recuperacao de metais preciosos
em efluentes;

Analisar microrganismos provenientes de outros efluentes com altas concentragdes do
ferro quanto aos mesmaos testes deste trabalho;

Analisar a remoc¢do de bério, célcio e estrbncio, metais também responséaveis por
danos em linhas de producéo;

Quantificar a remocao dos demais metais presentes nas amostras de dgua de producao,

visto a diminuicdo de remocdo de ferro na presenca da matriz da agua de producéo.
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ANEXO |

Figura 1.1. Morfologias celulares dos isolados AS1 e AS3 e controle B. subtilis ATCC
6633. Crescimento dos trés microrganismos com maiores taxas de remocéo de ferro em meio
LB sélido suplementado de Fe 40 mg L™ em 72 horas de incubago a 30 °C. Representado por
(A) e (D) o controle B. subtilis com coloracdo avermelhada. Em (B) e (E) é possivel observar
a coloracdo levemente laranja presente e o relevo caracteristico nas colénias do isolado AS3.
(C) e (F) representam o isolado AS1, coloragdo branca no centro e amarelada nas bordas. (D),

(E) e (F) com aumento de 10 vezes e as trés primeiras sem aumento.



