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Resumo

O processo siderurgico gera 700 Kg de rejeitos por tonelada de aco e esses rejeitos possuem altas
concentracdes de metais indesejaveis, que dificultam sua reciclagem, com sérias conseqiéncias
econOmica e ambiental. A remediacao feita através de microrganismos tem sido utilizada para tentar
solucionar problemas causados pela liberacdo de rejeitos industriais e tem se mostrado eficiente na
recuperacao de diversos metais, além de ser menos agressiva ao ambiente. A analise filogenética do
gene de rRNA 16S das comunidades bacterianas de dois rejeitos siderlrgicos com diferentes
concentragdes de zinco, lama fina (LF, 2,3%) e estagdo de tratamento de efluentes da galvanizagao
(ETEG, 25-50%), revelou-a ocorréncia de cinco filos: Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria,
presentes em ambos os rejeitos e Cyanobacteria e Bacteroidetes, presentes em LF e ETEG,
respectivamente. Os 131 clones das bibliotecas construidas a partir dos rejeitos (LFR e ETEGR) se
agruparam em 45 OTUs, sendo 30 de LFR e 15 de ETEGR. O numero de OTUs e os indices de
diversidade de Shannon e Simpson mostraram que LFR apresenta mais diversidade que ETEGR. A
anadlise filogenética do gene de rRNA 16S das bactérias cultivadas através do método de
enriquecimento de cultura em meio Leathen (pH 2) identificou os filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes e Deinococcus-Thermus. Os 193 clones analisados das bibliotecas das
culturas enriquecidas (LFC e ETEGC) se agruparam em 49 OTUs, 30 de ETEGC e 19 de LFC. De acordo
com o numero de OTUs e com os indices de diversidade, ETEGC mostrou maior diversidade. Em
todas as bibliotecas de clones Proteobacteria foi-o filo predominante, 50% nas bibliotecas dos
rejeitos e 92% nas bibliotecas das culturas enriquecidas, tendo trés de suas classes representadas, a,
B e y-Proteobacteria. A identificacao das bactérias pela analise do gene de rRNA 16S dos clones das
quatro bibliotecas construidas, revelou géneros com potencial biotecnélogico, como por exempelo
Ochrobactrum anthropi, que possui capacidade de biorremediacdo de cromo, cddmio e cobre.
Finalmente, os rejeitos LF e ETEG originais, foram tratados por 30 dias com os consorcios bacterianos
obtidos pelo enriquecimento de cultura e a caracterizagdo quimica dos rejeitos lixiviados, realizada
através da fluorescéncia de raio X, detectou a reducdo de mais de 90% do teor de zinco em ambos os
rejeitos. Portanto, os dados obtidos sugerem potencial biotecnoldgico para mediar processos

industriais, considerando os aspectos ecolégicos e econdmicos.



1 - Introducéo

1.1 - Caracterizacao do Problema

O aco é um dos materiais mais importantes do mundo contemporaneo tendo papel essencial
no desenvolvimento dos diversos paises. As industrias siderurgicas brasileiras produzem
aproximadamente 34 milhdes de toneladas de aco anuais, gerando, infelizmente, 700 Kg de rejeitos
por tonelada de ago produzida. O grande problema é a presenca de altas concentragdes de zinco
(Zn), cobre (Cu), fésforo (P), cromo (Cr) ou outros elementos indesejaveis que dificultam a reciclagem
desses rejeitos para reutilizacdo na produc¢do de ago, constituindo fonte potencial de contaminagao
ambiental. A contaminacdo dos ecossistemas terrestres e aquaticos com metais pesados é
consequéncia da urbanizacgdo e industrializagcdo tornando-se um grave problema para o ambiente. Os
metais pesados persistem no ambiente por varios anos, ja que ndo sdo degradados (Kumar, et. al.,
2009). Alguns destes metais, como chumbo (Pb) e mercurio (Hg), sdo potencialmente téxicos, mesmo
em baixas concentragles, e podem.causar sérios riscos a saude humana se entrarem na cadeia
alimentar. J& existem muitas investigagOes a respeito da extensdo da poluicdo causada por metais
pesados em solos, dguas superficiais e subterraneas, ar e vegetacdo, sendo essa contaminacao
associada a mineragdo e atividades industriais, particularmente siderurgicas € minas de carvao a céu

aberto (Rehman, et. al., 2008).

A destinacdo desses residuos que ndo podem ser reciclados é uma fonte de preocupacdo
para as industrias, pois requerem destinacdo adequada a fim de se evitar problemas de poluicdo
ambiental. Uma alternativa de disposi¢cdo sdo os aterros industriais controlados, que sdo projetados

para impedir a contaminagao de solos, de lengdis fredticos e da atmosfera.

Outra alternativa para reduzir a quantidade de metais presentes seria o tratamento especial
dos rejeitos siderurgicos antes de serem liberados (Solisio et. al., 2006). Assim, processos de
tratamento que visem a reducao de compostos quimicos téxicos ou que permitam a reducdo de sua
quantidade podem ser atrativos, tanto do ponto de vista econédmico como ambiental (Ramos et. al.,
2006). Portanto, a recuperagdo desses rejeitos, antiecondmicos e poluidores do ambiente, deve ser

considerada como prioridade e parte dos processos de mineracdo e siderurgico.

Tradicionalmente, a remocdo e a recuperacdo dos metais podem ser realizadas através de
processos quimicos, com pH muito baixo, em torno de 1,5 a 2,0, destacando-se dentre eles a
extracdo de metais utilizando acidos organicos e inorganicos e extracdo de metais através de
agentes quelantes, como por exemplo o EDTA. Esses processos tém sido usados na remediacdo de

solos, lamas e sedimentos contaminados com metais pesados e sdo Uteis para reduzir o volume de



residuos toxicos (Babel, et. al., 2006). Alguns metais como Pb, Cr, cddmio (Cd) e niquel (Ni) podem
ser reduzidos por esses métodos, mas esses tratamentos sdo favoraveis somente quando os metais
estdo presentes em altas concentragles, e, além disso, é necessdrio um controle continuo do
processo (Solisio et. al., 2002). Outras caracteristicas, como alto custo, dificuldades operacionais e o

grande consumo de agentes quimicos tornam esses métodos pouco atrativos (Xiang et. al., 2000).

O processo siderurgico para a producdo de ago gera uma grande quantidade de rejeitos
solidos. Durante o processo de fusdao do ac¢o, o forno atinge temperaturas de 16002C ou mais, e
componentes como Zn sdo volatilizados, passando para a fase de vapor. Uma grande quantidade de
po é gerada quando este vapor é resfriado e coletado. O Zn é um metal pesado e apresenta maior
valor econémico em relacdo aos demais presentes nesse rejeito (Vigano et. al., 2004). Ele é também
um dos metais mais encontrados nos efluentes industriais envolvidos na galvanizacdo, chapeamento
(por meio de eletrélise), producdo de baterias e outras industrias metallrgicas. Como forma
metdlica, tem uma disponibilidade limitada e ndo apresenta nenhum risco ecolégico. Entretanto, o
Zn pode reagir com outras substancias como 4cidos e oxigénio para formar compostos, que podem
se tornar potencialmente téxicos (Radhika et al., 2006). Além disso, pode apresentar sérios riscos a
saude humana se ingerido além do recomendado, causando, por exemplo, ndusea, problemas

gastro-intestinais, fadiga e alteracdes na resposta imune (Fosmire, 1990).

Atualmente, a técnica mais utilizada para extrair Zn metdlico é o processo Roast-Leach-
Electrowinning (RLE), o qual é responsavel por mais de 85% da producdo total de Zn no mundo.
Contudo, a alta emissdo de SO, e o grande consumo de acido sulflrico associados a esse processo
estdo mudando a aceitabilidade dessa técnica para o futuro (Xia, et. al.; 2009). Essa tecnologia ainda

possui outras desvantagens, como o alto custo (Le-xian et, al., 2008).

1.2 - Biolixiviacao

Para tentar solucionar ou minimizar os problemas causados pela liberacdo de rejeitos
industriais, varias técnicas ja estdo sendo utilizadas, porém, a remediacdo feita através de
microrganismos tem se mostrado mais eficiente, no que se diz respeito a menor agressao ao
ecossistema envolvido (Carlos et. al., 2007). Assim, um sistema alternativo aos métodos quimicos é
oferecido pela lixiviagdo bacteriana, ou biolixiviacdo, que é um processo biotecnoldgico que se
fundamenta na utilizacdo de microrganismos capazes de solubilizar metais pela oxidacdo de sulfetos
metdlicos (Francisco et. al., 2007). A contribuicdo microbiana para a oxidagdo de minerais foi
descoberta ha mais de 50 anos. Desde entdo, pesquisadores vém investigando as possibilidades de

explorar essa capacidade bacteriana para realizar a biolixiviagdo de minerais em escala industrial.



Contudo, foram identificados poucos microrganismos capazes de tolerar as concentracGes de metais
tipicamente presentes em ambientes acidos de minas e em reatores de biolixiviacdo (Watkin, et. al.,

2009).

Muitos metais sdo tdxicos para os microrganismos através de multiplas vias bioquimicas. Uma
das formas de toxicidade acontece devido a substituicdo de ions metalicos em sitios de ligacao
especificos, o que pode alterar ou destruir a funcdo biolégica da molécula alvo. Outra forma de
toxicidade envolve a participacdo de metais de transicdo, como Cu, Ni e Fe, em reacbes que
produzem espécies reativas de oxigénio, como H,0, e OH". Esses compostos sdo altamente reativos e

podem danificar macromoléculas bioldgicas (Harrison et. al., 2007).

Os sistemas de resisténcia bacteriana a metais tém sido estudados ha muitos anos, sendo a
maioria deles codificados por genes encontrados em plasmidios. Essa resisténcia encontra-se
elevada, como resultado da poluicdo antropogénica e industrial, mas, provavelmente, surgiu logo
que a vida comecou, num mundo ja poluido por atividades vulcanicas e outras fontes geoldgicas. Os
mecanismos de resisténcia a metais pesados sao, geralmente, detoxificagdo enzimdtica e bombas de
efluxo, convertendo os ions metdlicos em formas menos téxicas ou diminuindo a sua disponibilidade,
respectivamente. Nao hd nenhum mecanismo geral para resisténcia a todos os metais pesados

(Silver, 1996, Nascimento & Chartone-Souza, 2003).

Uma estratégia que os microrganismos podem usar para sobreviver em ambientes
contaminados por metais toxicos é a formacdo de biofilmes. As populagdes em biofilmes sdo
protegidas pela acdo combinada de fendmenos quimicos, fisicos e fisioldgicos. Hd muitos estudos
gue mostram um gradiente metabdlico existente nos biofilmes, uma estratificacdo relacionada a
difusdo de nutrientes, oxigénio e metabdlitos através da comunidade. Isso resulta numa distribuigdo
nao uniforme do pH extracelular e restringe a taxa de crescimento microbiano em algumas partes do
biofilme, levando a um crescimento mais lento. Essa heterogeneidade metabdlica pode explicar a
resisténcia a certos antibidticos, cujo mecanismo de ag¢do estd relacionado a altas taxas de
crescimento bacteriano e pode explicar também, em partes, a tolerancia a ions metalicos (Harrison
et. al., 2007). Os microrganismos acidofilicos que vivem em condi¢des extremas encontram pressoes
seletivas para desenvolver mecanismos de resisténcia, o que lhes garante uma vantagem competitiva

(Watkin, et. al., 2009).

A maioria das interacdes metais-microrganismos tem sido significativa para remocao,
recuperacao e detoxificacdo de compostos orgéanicos e inorganicos ou radionuclideos poluidores. A
solubilizacdo por meio da biolixiviacdo pode tornar possivel a remocdao dos metais de matrizes
sélidas, como solos, sedimentos, lixo e rejeitos industriais (Gadd, 2004). Este método tem melhorado

a eficiéncia das industrias de processamentos de minerais (Quatrini et. al., 2005), podendo ser



considerado uma “tecnologia limpa” (Krebs et. al., 1997) e reduzindo ainda os custos em 80%,
guando comparado aos métodos quimicos tradicionais (Xiang et. al., 2000). Essa tecnologia tem sido
usada para tratar minerais especificos, principalmente Cu e ouro (Au). Além disso, a lixiviagao
bacteriana tem sido aplicada com sucesso na metalurgia do uranio (U), prata (Ag), na recuperacdo de
Zn. Novos processos tém sido desenvolvidos para a recuperagao de cobalto (Co) (Makita et. al.,
2004). Os beneficios da biolixiviacdo comercial do Zn sdo muito importantes, visto que a exploracdo
de minérios de baixo teor de Zn sdo processos dificeis de serem realizados pelas tecnologias
convencionais, como, por exemplo, a fundicdo direta, que ndo seria eficiente devido ao baixo teor do

metal contido no minério (Mousavi, et. al., 2008).

O seguinte processo mostra o efeito da solubilizacdo biolégica nos sulfetos metalicos

(Couillard et. al., 1994):

bactéria

Fe?* +0,50,+2H" > Fe* +H,0 (1)

AFe* + MS +2H,0+ 0, > M * +4Fe ™ +SO,  +4H*  (2)

Observa-se na equagdo 2 que o ion férrico (Fe*), formado na equagdo 1, reage
quimicamente com o sulfeto metdlico (MS). Como conseqiiéncia ocorrera a solubilizagdo do metal
por oxidagdo do sulfeto metalico para sulfato, formando acido sulfurico. O ion férrico é reduzido para
ferroso (Fe®*), sendo este novamente reoxidado pela bactéria, fechando o ciclo (Franca et. al., 2004).
Depois que os metais sdo liberados dos rejeitos sélidos, eles podem ser recuperados em uma fase
liguida. Uma forma de imobilizacdo dos metais seria através de bactérias redutoras de sulfato. Essas
bactérias sdo heterotrdficas, crescem sob condi¢cGes anaerdbicas e reduzem sulfato a sulfito. A
maioria dos sulftitos metdlicos possui uma solubilidade muito baixa e conseqlientemente eles
precipitam (Bosio et. al., 2007). Outro exemplo de imobilizacdo é a co-precipitacdo de metais com
carbonatos (HCO* e CO*) que s3o produzidos durante a respiragdo bacteriana, resultando na

deposicdo de sulfitos metalicos inorganicos e carbonatos metalicos (Harrison et.al., 2007). Sendo



assim, os processos integrados que envolvem a solubilizacdao e subseqliente precipitacao podem ser

usados na recuperacdo de metais (Bosio et. al., 2007).

A lixiviacdo bacteriana é atualmente aplicada em escala industrial para recuperacdo de
metais como Cu, U e Au, em paises como: EUA, Russia, Chile, Espanha, Canada, Africa do Sul,
Australia entre outros. A lixiviacdo bacteriana do Cu tem sido muito estudada em minerais
sulfetados. Apesar da calcopirita (CuFeS,) ser o mineral sulfetado de Cu mais abundante na natureza,
existem outros dois minerais sulfetados também importantes economicamente, a calcocita (Cu,S) e a
covelita (CuS) (Teixeira et. al., 2005). A mina de Cerro Verde, no Peru, processa por biolixiviacdo
aproximadamente 32000 toneladas de minério de Cu por dia. No Brasil, a principal mina que se
encontra em atividade é a mina de Sdo Bento, em Minas Gerais, que opera desde 1990, processando
cerca de 150 toneladas de Au por dia. Além dos metais citados, outro metal que vem ganhando
interesse em, estudos de biolixiviagdo é o molibdénio (Mo), que possui multiplas e importantes
aplicagdes tecnoldgicas como baterias no estado sdlido, lubrificantes, catalisadores, entre outras

(Francisco, et. al., 2007).

Os microrganismos que sdao metabolicamente ativos em ambientes extremamente acidos
compreendem uma grande diversidade de bactérias autotréficas e heterotréficas. As bactérias
acidofilicas quimiolitotréficas foram e continuam sendo o foco de muitas pesquisas, principalmente
devido ao papel que desempenham na oxidacdo de minerais sulfetados, o que, na biotecnologia, é
conhecido como biomineragdo (Ghauri et. al., 2007). Esses microrganismos estdo presentes em
ambientes terrestres e aqudticos e seus substratos podem ser encontrados nos mais variados
ambientes (Pathak, et. al., 2009). Bactérias acidofilicas desempenham um papel importante nos
sistemas ambientais e industriais, incluindo os problemas de drenagem acida de minérios, de rochas
e 0s processos biotecnoldgicos da biolixiviagdo. O uso dessas bactérias para recuperar metais tem se

desenvolvido com sucesso e crescido muito atualmente (Zhiguo He et. al., 2007).

Acidithiobacillus ferrooxidans foi o primeiro organismo isolado em ambientes de biolixiviagdo
e é o mais estudado dentre os que estdo envolvidos nesse processo (Goebel et. al., 1994). E uma
bactéria acidofilica, quimiolitotréfica, ou seja, obtém sua energia através da oxidacdo de substratos
inorganicos, basicamente ions ferrosos e compostos reduzidos de enxofre, incluindo os sulfetos
metdlicos. A energia obtida pela oxidagdo dos substratos inorganicos é usada pela bactéria para a
fixagdo do CO, atmosférico, sua fonte de carbono. A. ferrooxidans é uma bactéria meséfilica, possui
um crescimento 6timo a aproximadamente 302C e tolera altas concentragGes de metais pesados
(Zeng et. al., 2007). Essa capacidade de oxidacdo faz dela um microrganismo apropriado para o uso
em biominas com a finalidade de recuperar metais. Varias linhagens dessa espécie tém sido isoladas
de fontes naturais, como rochas e dgua de minas, e se diferenciam pelo tipo de substrato que usam

como fonte de energia (Hong Chen et. al., 2007).



Outros microrganismos considerados importantes no processo de biooxidacdao mineral sdo as
bactérias sulfo-oxidantes, como, por exemplo, Acidithiobacillus thiooxidans, e bactérias ferro-
oxidantes, como por exemplo, Leptospirillum ferrooxidans, ambas meséfilicas (Makita et. al., 2004).
Uma indica¢do da importancia desses outros dois microrganismos na biolixiviagdo é que uma cultura
mista de L. ferrooxidans e A. thiooxidans poderia oxidar e solubilizar metais de uma forma mais
rapida quando comparada a oxidacdo realizada por uma cultura contendo somente A. ferrooxidans
(Olson et. al., 2003). Em muitos ecossistemas s3ao formadas comunidades onde existem
microrganismos de diferentes espécies que realizam associacdes metabdlicas, formando um
consorcio. Esse tipo de associacdo pode ser benéfico para todos os constituintes, favorecendo a
sobrevivéncia em locais com pouca disponibilidade de nutrientes e sob outros tipos de estresse

ambiental (Souza, et. al., 1998).

Sao conhecidos também Acidiphilium spp., Ferrimicrobium adiciphilum e Acidocella spp. que
desempenham um papel importante no processo de dissolu¢cdo de minerais sulfetados. Acidiphilium
spp. sdo os heterotréficos acidofilicos mais encontrados em aguas acidas de minas (Ghauri et. al.,
2007). Recentemente, estudos moleculares mostraram que outros microrganismos ferro-oxidantes
como, por exemplo, Acidimicrobium ferrooxidans e Ferroplasma spp. sdao importantes na geragao de

ambientes acidos.

A maioria das bactérias acidofilicas é sensivel a substancias organicas e cresce muito
lentamente em meios de cultura sélidos, o que dificulta o seu cultivo. Embora as técnicas baseadas
em cultivo sejam de grande importancia para se conhecer as caracteristicas fisiolégicas dos
microrganismos isolados, para um estudo mais completo da biodiversidade elas ndo sdo satisfatorias,
visto que menos de 1% dos microrganimos pode ser cultivado-em laboratdério (Gui-Liang Tan, et. al.,
2008). Estudos mostram que as seqliéncias dos genes de rRNA 16S amplificados diretamente de
amostras ambientais apresentam uma diversidade muito maior do que a encontrada em cultivo,
mostrando a importancia de se usar técnicas moleculares independentes de cultivo, como as
bibliotecas de clones (Chunbo et. al., 2007). Deve-se salientar que amostras de 1 grama de solo
possuem entre 3.000 e 11.000 genomas, e somente uma pequena proporc¢do destes podem ser

obtidos através do cultivo (Schmeisser et. al., 2007).

Os genes de rRNA sdo bastante conservados e sofrem lenta evolugdo, funcionando assim
como uma importante ferramenta para a histdria evolutiva. As bactérias apresentam trés tipos de
genes de rRNA — 5S, 16S e 23S — sendo que, dentre esses, o gene de rRNA 16S tornou-se o mais
utilizado para andlises filogenéticas por apresentar tamanho satisfatério e regides altamente
conservadas entre as espécies (Dahllof, 2002). Assim sendo, as ferramentas moleculares, como as
bibliotecas de clones de rRNA 16S, sdo Uteis para se conhecer e estudar a diversidade de procariotos

presentes em amostras ambientais.



O Zn é um metal economicamente importante devido a suas propriedades anticorrosivas. Por
esta razdo, sua principal utilizacdo é como uma fina camada protetora do ago e do ferro na industria
automobilistica, processo conhecido como galvaniza¢do. Na siderurgia, esse processo gera grande
quantidade de residuos ricos em Zn que contaminam o ambiente e sdo imprdprios para a reutilizacdo
na producdo de agco devido a sua grande concentragdao. Consequentemente, toneladas desses
rejeitos sdo descarregados diariamente formando grandes depdsitos. A biolixiviagdo é uma
alternativa para atenuar esse problema, tanto na descontaminacdo ambiental, quanto na reutilizacdo

para a producdo de aco e possivel recuperacao de Zn.



2 — Objetivos

2.1 - Geral

Avaliar a diversidade genética das comunidades bacterianas de dois rejeitos siderurgicos,

com diferentes concentracGes de Zn, e também de suas culturas enriquecidas.

2.2 — Especificos

2.2.1 Construir bibliotecas de clones dos genes de rRNA 16S diretamente das amostras dos rejeitos e

também de suas respectivas culturas enriquecidas.

2.2.2 — Analisar os clones das bibliotecas por meio do sequenciamento parcial dos genes de rRNA 16S

e construir avores filogenéticas.

2.2.3 — Obter um consércio bacteriano com potencial para lixiviar zinco.

2.2.4 — Detectar, apds ensaio de biolixiviacdo in vitro, a concentracao de Zn nos rejeitos siderurgicos.



3 — Material e Métodos

3.1 — Coleta e caracterizacdo quimica dos rejeitos

Amostras de rejeitos siderurgicos, com diferentes concentracbes de Zn, foram coletadas
assepticamente no interior de uma industria siderurgica. A coleta foi realizada em triplicata de dois
tipos de rejeitos que foram liberados durante o processo de producdo de aco: lama fina (LF) e
estacdo de tratamento de efluentes da galvanizagdo (ETEG), que se encontravam depositados,
dentro da siderurgica, por um periodo de até trés dias. A caracterizagdo quimica desses rejeitos foi

realizada pela técnica de espectroscopia de fluorescéncia de raio X.

3.2 — Enriquecimento de cultura

Dez gramas de cada amostra de rejeito foram colocados, separadamente, em frascos
Erlenmeyers contendo 100 ml de meio Leathen (Xiang, et. al., 2000), cuja composicao é a seguinte
(g/1): (NH,4),S04 0,45, K,HPO, 0,15, KCL 0,05, MgS0,.7H,0 0,5, Ca(NOs),.2H,0 0,01. Foi acrescentado
FeS0,.7H,0 (20 g/l) como fonte de energia e o pH foi ajustado com H,SO, para 2,0. As culturas do
rejeito LF (LFC) e do rejeito ETEG (ETEGC) foram mantidas sob agitacdo (200 rpm) a 302C, por 40 dias,

sendo o pH foi monitorado diariamente.

3.3 - Coloracéo de Gram

Para observar o crescimento bacteriano nas culturas foi realizado o método de coloragdo de
Gram. Uma gota da cultura foi espalhada sobre uma lamina e flambada no fogo para sua fixagdo.
Durante o processo de coloragdo cobriu-se toda a ldamina com a solugdo cristal de violeta. A lamina
ficou repousando por dois minutos e posteriormente foi lavada com agua corrente. Adicionou-se a
solucdo de lugol sobre a superficie da Idamina, apds 2 minutos, enxaguou-se a lamina retirando toda a
solucdo adicionando sobre ela trés gotas de éter acetona, deixando-o agir por 30 segundos a 1
minuto. Posteriormente, a lamina foi lavada cuidadosamente de forma que toda a sua superficie
ficasse transparente. A seguir, adicionou-se a solucdo de safranina e deixando-a agir por 5 segundos,

lavando-a, posteriormente, com d4gua corrente. Finalmente, a lamina foi colocada para secar



seguindo-se a sua visualizacdo ao microscépio Optico, para observar a presenca e densidade de

bactérias Gram-positivas (cor roxa) ou Gram-negativas (cor rosa).

3.4 - Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada diretamente dos rejeitos e também das culturas apds os
40 dias de incubagado, utilizando, respectivamente, Power Max™ Soil DNA Isolation KIT Sample e
Power Max™ Water DNA Isotation KIT Sample ( MO Bio Laboratories), de acordo com as instrucdes

do fabricante.

3.5 — Amplificacdo do gene de rRNA 16S

O gene de rRNA 16S foi amplificado por PCR (Polimerase Chain Reaction), utilizando os
iniciadores especificos para bactérias. 8F 5- AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3° e 907R 5'-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3" (Lane, 1991). Os reagentes para a PCR foram constituidos de 0,4 mM
de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1 unidade de Tag DNA polimerase e 40 ng de DNA bacteriano.
As condicOes de termociclagem estdo descritas na Tabela 1. Os amplicons foram visualizados em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml) e foram eluidos do gel utilizando o DNA

Extraction KIT (Fermentas).



Tabela 1: Condigoes da termociclagem para amplificacao do gene de rRNA 16S de bactérias

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min)
Desnaturagdo inicial 94 5
Desnaturagao 94 1
*Anelamento dos iniciadores 53 1
Extensdo 72 3
Extensao final 72 10

* A temperatura de anelamento cai 12C a cada 2 ciclos até atingira 452C. O dltimo ciclo repete 11 vezes.

3.6 — Construcao da biblioteca do gene de rRNA 16S de bactéria

Os amplicons purificados do gene de rRNA 16S de bactérias foram clonados no vetor pJET
(Fermentas), de acordo com as instru¢gdes do fabricante e transformados em células
eletrocompetentes de Escherichia coli DH5a. As bactérias transformadas foram selecionadas em
placas contendo meio Luria Bertani-LB (Sambrook et al., 1989), suplementado com ampicilina (100
ug/mL) e incubadas a 37°C por 24 horas. Identificou-se o crescimento apenas das colbnias contendo
os plasmidios com os insertos de interesse, uma vez que a presenca do inserto levou a perda da
funcdo letal do gene. Essas colonias foram coletadas com palitos esterilizados e depositadas em
microplacas com 96 pogos, contendo 250 uL de meio LB suplementado com ampicilina (50 ug/ml) e
glicerol (15% v/v). As placas foram seladas, incubadas a 37°C por 24 horas e, posteriormente,

estocadas em ultrafreezer a - 80°C.

3.7 - Extragdo do DNA plasmidiano

O DNA plasmidiano foi isolado de acordo com o protocolo de minipreparagdo descrito por
Sambrook et al., (1989), com a introdugdo do uso do filtro PVDF £ 0,2 um (Millipore, EUA) para

purificacdo do material.



3.8 - Validacéo da biblioteca dos clones

Dez clones de cada biblioteca foram analisados para a presenca do inserto contendo os genes
de rRNA 16S. O DNA plasmidiano dos clones (50 ng) foi utilizado como molde em reagdes de PCR
tendo como iniciadores pJET-2F (5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) e pJET-2R (5'-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG — 3’) que se anelam no vetor que flanqueia a regido do inserto
clonado. Os amplicons foram analisados em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo (0,5

ug/ml), visualizados sob luz ultra-violeta.

3.9 - Sequenciamento do gene de rRNA 16S e andlise filogenética

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o DYEEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing KIT for MegaBACE DNA Analysis Systems (GE Healthcare). O
sequenciamento foi realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante do sequenciador
MegaBace (GE HEalthcare). A andlise das seqiiéncias foi feita usando-se o os programas
Phred/ Phrap/ Consed, em sistema operacional Linux, para remog¢ao de bases produzidas com
baixa qualidade (indice de qualidade < 20), alinhamento e edigdo, para gerar uma seqiiéncia
consenso de alta qualidade. Em seguida, as sequiéncias foram submetidas ao banco de dados
do NCBI (National Center of Biotechnology Information), pela ferramenta blastn
(Nucleotide-nucleotide  BLAST) para andlise de similaridade. Para o alinhamento das
seqiiéncias obtidas, foram usados os programas CLUSTAL W ¢ MEGA 4,0 (Kumar et al.,
2004). As OTUs (Unidade Taxonoémica Operacional) foram definidas a partir do programa
DOTUR (Schloss € Handelsman, 2005), considerando o nivel de distdncia genética de 0,03 ou
3%, uma vez que niveis > 97% de similaridade entre seqiiéncias tém sido proposto para
classificar um microrganismo no nivel de espécie (Drancourt et al., 2000). A cobertura das
bibliotecas foi calculada usando-se a equagdo C= 1- (n/ N) x 100, onde n significa 0 nimero

de OTUs e N o nimero de sequéncias analisadas na biblioteca (Good, 1953).



3.10 - Ensaio de biolixiviacdo

O ensaio de biolixiviacdo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 ml, onde foram
adicionados 180 ml de meio Leathen, 10 gramas de rejeito autoclavado (10% p/v) e 20 ml de cultura
enriquecida (10% v/v) sendo os frascos mantidos sob agitacdo (200 rpm), a 302C por 30 dias. O pH
inicial foi ajustado para 2, usando H,SO,. Frascos controles, contendo o rejeito autoclavado, foram
mantidos sob as mesmas condi¢cdes do experimento, sem nenhum inéculo bacteriano. A analise
quimica dos rejeitos foi realizada apds esse periodo através da espectroscopia de fluorescéncia de

raio X.



4 — Resultados e Discussao

4.1 — Caracterizagdo quimica dos rejeitos

A andlise quimica dos rejeitos foi realizada pela técnica de fluorescéncia de raio X e mostrou

que os rejeitos possuem diferentes composi¢des, como descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢do quimica dos rejeitos LF e ETEG (%).

ZnO Fe MgO CaO C SiO, Na K MnO Zn(OH) CaSO, Fe(OH), Cr(OH); CyHj,
LF 2,3 SV 2,5 11 1,3 1,0 0,2 0,1 0,8 NA NA NA NA NA
ETEG NA NA NA NA NA NA NA NA NA 25-50 40 1-10 1-10 10

NA — ndo avaliado

4.2 — Enriquecimento das culturas

Culturas enriquecidas proporcionam o desenvolvimento de um consércio bacteriano e

diversas atividades metabdlicas dessas populagdes podem ser exploradas como fonte para processos

biotecnoldgicos. As culturas dos rejeitos LF e ETEG (Figura 1) foram enriquecidas por 40 dias. Assim

gue os rejeitos foram adicionados ao meio de cultura Leathen (pH 2), o pH imediatamente elevou-se

para 5 (LF) e 7 (ETEG). Durante a primeira semana foi necessario o monitoramento diario do pH, visto

gue este ndao se mantinha estavel. Para manter o ambiente favordvel ao cultivo de bactérias

extremdfilas, diariamente foi acrescentado H,SO, Entretanto, observou-se que o pH das culturas

estabilizou-se em 2 no quinto (LFC) e sétimo dia (ETEGC). A partir dai, o pH foi medido semanalmente

e nao houve mais oscilagao.



Figura 1: Culturas enriquecidas em meio Leathen (pH 2) apdés 40 dias a 302 C, (A) Estagdo de

Tratamento de Efluentes da Galvanizagdo (ETEG) e (B) Lama Fina (LF).

O aumento do pH observado durante o ensaio na primeira semana em ambas as culturas
pode ser explicado de acordo com Xia et. al. (2009), pelo consumo de prétons H' que provavelmente
ocorreu no sistema, de acordo com a equagao Fe >y 0,50,+2H*> Fe S H,0. Ainda nessa etapa,
pode ocorrer o crescimento bacteriano através da energia obtida na reacdo de oxidagdo do Fe*. O
Fe** formado foi utilizado de acordo com a equagdo 4Fe *" + MS + 2H,0 + 0, > M ** + 4Fe ** + S0, * +
4H*, que teve como resultado a liberacdo de prétons, compensando o seu consumo e fechando o
ciclo. Nesta equagdao, M pode representar o Zn, nosso metal de interesse. Essa combinagdo de
reagdes quimicas, o aumento da populagdo bacteriana e o acréscimo de H,SO, diariamente,
permitiram, posteriormente, a estabilizacdo do pH em 2. O baixo pH favorece o ciclo de oxi-reducdo

do Fe, podendo resultar em altas taxas de solubilizacdo de Zn neste periodo (Marhual et. al., 2008).

4.3 — Extracdo de DNA, amplificacdo, construcédo e analise das bibliotecas de clones do
gene de rRNA 16S de bactéria

A andlise de comunidade bacteriana pelo método independente de cultivo é importante para

a identificagdo e estudo da diversidade dessas comunidades, uma vez que a maioria dos



microrganismos ndo é cultivavel (Gui-Liang Tan, et. al., 2008). Para isso, foi feita a extracdo de DNA
total diretamente das amostras ambientais. Além disso, para determinar a composicdo filogenética
do consércio bacteriano foi realizada, também, a extracdo de DNA a partir da cultura enriquecida. A
anadlise da comunidade bacteriana presente nessas culturas permite obter conhecimento a respeito
da diversidade de bactérias extremofilas, que sobrevivem em condi¢des de pH muito 4cido e informa

se nesses rejeitos habitam bactérias com potencial para a biolixiviagao.

Os DNAs extraidos diretamente dos rejeitos LF (LFR) e ETEG (ETEGR) e das culturas
enriquecidas LF (LFC) e ETEG (ETEGC) ndo puderam ser visualizados em gel de agarose, mas a
amplificacdo, por PCR, do gene de rRNA 16S especifico para bactérias produziu amplicons com
tamanho esperado, de 900 pb. As bibliotecas de clones do gene de rRNA 16S foram construidas e
apresentaram, aproximadamente, 3700, 1200, 1200 e 1000 clones para LFC, ETEGC, LFR e ETEGR,
respectivamente. Em seguida, foram validadas, observando se tinham ou ndo os insertos, através de
PCR, utilizando os primers pJET-2F e pJET-2R. Todos os clones testados continham o inserto. Um total
de 324 clones das quatro bibliotecas foi selecionado, aleatoriamente, e sequlienciados para analise
filogenética. Destes, 58 foram identificados como sequéncias quimeras e foram excluidas das
analises posteriores (Tabela 3). Os clones que apresentaram a mesma sequéncia foram considerados
como pertencentes a uma mesma OTU, totalizando 94 QTUs, as quais foram afiliadas a cinco filos

diferentes.



Tabela 3: Analise dos clones, diversidade das sequéncias e cobertura das bibliotecas de clones da

Lama Fina (LF) e Esta¢ao de Tratamento de Efluentes da Galvanizacdo (ETEG).

Bibliotecas LFR LFC ETEGR ETEGC
Clones 71 99 60 94
Chimeras* 7 15 12 24
OTUs 30 19 15 30
indice de diversidade de Shannon 3,0 1,1 1,94 2,2
indice de diversidade de Simpson 0,04 0,45 0,13 0,15
Chaol 61 28 15,19 50
ACE 73 25 16,7 63
Cobertura da biblioteca (%) 68 83 89 67

* Sequéncias quimeras foram incluidas no nimero total de clones, mas excluidas para analise

filogenética.

4.4 - Diversidade das bibliotecas de clones das culturas enriquecidas

Para a anadlise filogenética das sequéncias de rDNA 16S das culturas enriquecidas foram
selecionados aleatoriamente 193 clones (Tabelas 4 e 5). A andlise filogenética revelou diversidade
bacteriana nas duas bibliotecas (Figuras 7 e 8). A bibiloteca ETEGC foi mais diversa, com pouca ou
nenhuma OTU comum as outras bibliotecas. As bibiotecas das culturas enriquecidas continham 49
OTUs distintas, as quais foram afiliadas a cinco filos. A maioria das sequéncias teve alta identidade
com bactérias cultivadas obtidas dos mais variados ambientes (Tabelas 4 e 5). As OTUs das duas
bibliotecas foram afiliadas a Proteobacteria (92%) e Firmicutes (5,8%). Bacteroidetes, Actinobacteria
e Deinococcus-Thermus foram encontrados em baixa frequéncia e exclusivamente em uma Unica

biblioteca (Figuras 3 e 4).



Tabela 4: Afiliagao filogenética e distribuicdo dos clones bacterianos da cultura enriquecida da

Lama Fina (LFC).

Grupo oTuU Clones Microrganismo ou sequéncia N° Acesso Identidade  Habitat do microrganismo
Filogenético mais préxima relacionado
Proteobacteria OLFC1 14 Shigella sp GQ403792 99% Carne de frango de
matadouro
Proteobacteria OLFC2 51 Shigella sp DQ337523 99% Efluente de suinucultura
GU120652
Firmicutes OLFC3 1 Bacillus thuringienses 99% Amostra mineral de mina

de feldspato

Proteotobacteria OLFC4 1 Bactéria ndo cultivavel AY376702 99% Amostra ambiental
Proteobacteria OLFC5 1 Bactéria ndo cultivavel GQO09605 99% Pele humana
Proteobacteria OLFC6 1 Alcaligenes faecalis GQ375789 99% Solo

Proteobacteria OLFC7 1 Chromobacterium sp EF633687 99% Aguas quentes na india
Firmicutes OLFC8 1 Bacillus fusiformis DQ333300 96% Sedimentos de uma

lagoa na india

Firmicutes OLFC9 1 Bacillus subtilis AY887082 99% Solo

Proteobacteria OLFC10 1 Bactéria ndo cultivavel EU777772 94% Fezes de urso
Proteobacteria OLFC11 2 Bactéria ndo cultivavel GQ094146 98% Pele humana

Firmicutes OLFC12 1 Bacillus cereus EF032682.1 96% Pele de cabra
Proteobacteria OLFC13 1 Pseudomonas japonica AB126621 98% Amostra de lama ativada
Proteobacteria OLFC14 1 Bactéria ndo cultivavel EU778511 96% Fezes de panda
Proteobacteria OLFC15 1 Bactéria ndo cultivavel EU778511 97% Fezes de panda

Firmicutes OLFC16 1 Bacillus altitudinis FJ973524 99% Solo



Proteobacteria

Actinobacteria

Proteobacteria

OLFC17

OLFC18

OLFC19

1

1

2

Ochrobactrum anthropi

Rubrobacter xylanophilus

Sphingomonas sp

AM114410

AJ243871

EU448284

99%

98%

96%

Escarros humanos

Ndo citado

Solo de agricultura

Tabela 5: Afiliagao filogenética e distribuicio dos clones bacterianos da cultura enriquecida da

Estacdo de Tratamento de Efluentes da Galvanizacao (ETEGC).

Grupo Filogenético  OTU Clones Microrganismo ou sequéncia N° Acesso Identidade  Habitat do
mais préxima microrganismo
relacionado
Firmicutes OETEGC1 3 Bactéria ndo cultivavel GQ018233.1 99% Pele humana
Proteobacteria OETEGC2 27 Chromobacterium sp AB426118.1 99% Solo
Proteobacteria OETEGC3 7 Aeromonas hydrophila GU186835.1 99% Agua de rio
Proteobacteria OETEGC4 4 Aeromonas jandaei GU003810.1 98% Lama ativada de
reator
Proteobacteria OETEGC5 2 Chromobacterium sp AY117566.1 98% Agua de rio
Proteobacteria OETEGC6 2 Enterobacter sp EF198245.1 99% Agua
Proteobacteria OETEGC7 2 Chromobacterium sp GU195136.1 97% Lama ativada de
aguas residuais
Proteobacteria OETEGC8 1 Pseudomonas aeruginosa GU294304.1 100% Agua doce
Proteobacteria OETEGC9 1 Shigella flexneri FN433027.1 99% Esterco de elefante
Deinococcus- OETEGC10 1 Deinococcus sp AB242694.1 99% Folha de tomate
Thermus
Proteobacteria OETEGC11 1 Ochrobactrum sp GU214710.1 99% Solo
Proteobacteria OETEGC12 1 Chromobacterium sp EF633687.1 94% Agua
Proteobacteria OETEGC13 1 Aeromonas sp EF679189.1 95% Lodo de esgoto
cultivavel
Proteobacteria OETEGC14 1 Aeromonas veronii FJ940850.1 97% Intestino de carpa
Proteobacteria OETEGC15 1 Aeromonas popoffii GU205196.1 95% Agua de lagoa



Proteobacteria

Firmicutes

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Bacteroidetes

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

OETEGC16

OETEGC17

OETEGC18

OETEGC19

OETEGC20

OETEGC21

OETEGC22

OETEGC23

OETEGC24

OETEGC25

OETEGC26

OETEGC27

OETEGC28

OETEGC29

OETEGC30

Chromobacterium sp
Bacillus subitilis
Aeromonas sp

Brevundimonas diminuta

Pseudomonas sp

Chromobacterium sp

Aquitalea sp nao
cultivavel

Chromobacterium sp
Chryseobacterium gleum
Bactéria redutora de Fe

Aeromonas sp nao
cultivavel

Aeromonas sp nao
cultivavel

Hydrogenophilus
thermoluteolus

Aeromonas hydrophila

Aeromonas punctata

EU109734.1

GUO056809.1

AMS989270.1

GU126799.1

FJ005063.1

EU244725.1

FJ717995.1

AM182544

FJ887959

F1802339

EU616634.1

F1887896.1

AB009828.1

AM992197

F1940815

96%

99%

94%

99%

94%

96%

98%

93%

96%

92%

97%

97%

85%
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A analise filogenética das sequéncias de rDNA 16S obtidas da biblioteca LFC revelou que as

19 OTUs afiliaram-se a trés diferentes filos: Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria (Tabela 4 e

Figura 2). O filo Proteobacteria predominou (92%) e as classes a, B e y-Proteobacteria estavam

presentes. As sequéncias foram identificadas no nivel de género e o mais frequente foi Shigella, com

77% de predominancia, seguido por Sphingomonas (2,3%), Alcaligenes (1,1%), Chromobacterium

(1,1%), Pseudomonas (1,1%) e Ochrobactrum (1,1%). As OTUs OLFC4, OLFC10, OLFC14 e OLFC15

pertencem a familia Enterobacteriaceae. Dentre os géneros encontrados, alguns possuem aplicagdes

biotecnoldgicas, como Sphingomonas, usado na biorremediacdo de contaminantes ambientais e na

degradacdo de plasticos e Ochrobactrum anthropi que possui capacidade de biorremediacdo de

cromo, cadmio e cobre (Ozdemir, et. al., 2003).



As 5 OTUs afiliadas com Firmicutes foram representadas pelo género Bacillus. O filo

Actinobacteria foi representado por 1 OTU, a qual pertencia ao género Rubrobacter (Tabela 4).
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M Proteobacteria
M Firmicutes

m Actinobacteria

Figura 2: Distribuicao filogenética das sequéncias de rDNA 16S da cultura enriquecida do rejeito

Lama Fina (LFC).

A andlise filogenética das sequéncias do rDNA 16S da biblioteca ETEGC apresentou uma
diversidade maior tanto no nivel de filo, quanto no nivel de género. As 30 OTUs afiliaram-se a quatro
filos: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Deinococcus-Thermus (Tabela 5 e Figura 3). Como
na biblioteca LFC, Proteobacteria também predominou na biblioteca ETEGC (91%) e foi representado
pelos géneros Chromobacterium (50%), Aeromonas (27%), Enterobacter (2,8%), Pseudomonas (2,8%),
Shigella (1,4%), Ochrobactrum (1,4%), Brevundimonas (1,4%), Aquitalea (1,4%) e Hydrogenophylus
(1,4%). Firmicutes foi representado pelo género Bacillus e os menos frequentes foram Bacteroidetes
(Chryseobacterium) e Deinococcus-Thermus (Deinococcus) (Tabela 5). A bactéria ndo cultivavel
representante da OTU OETEGC1 pertence a familia Staphylococcaceae. Representantes do filo

Deinococcus-Thermus sdo altamente resistentes as condicdes ambientais extremas, podendo ser



encontrados em locais que contenham residuos radioativos e em fontes termais e sdo capazes de

reduzir Fe (Slobodkin, 2005).
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Figura 3: Distribuicao filogenética das sequéncias de rDNA 16S da cultura enriquecida do rejeito

Esta¢do de Tratamento de Efluentes da Galvanizagdo (ETEGC).

O enriquecimento das culturas foi importante para a obtencdo dos consércios bacterianos.
Durante os 40 dias de cultivo, os proprios rejeitos foram fontes de nutrientes e de energia,
possibilitando a sobrevivéncia das bactérias em um ambiente tdo extremo, com pH 2 e pobre em
nutrientes. Além disso, é possivel que tenha ocorrido a formacdo de biofilmes, aumentando a
resisténcia das bactérias as condi¢es hostis do meio. Segundo Yoshida et. al. (2009), a maioria dos
biofilmes naturais é formado por multiplas espécies, sugerindo que os mistos sejam melhores que
aqueles formados por uma Unica espécie e frequentemente proporcionem vantagens sob condi¢des
de estresse ambiental. Ao serem semeadas em placas de petri com meio Leathen sélido, esses
biofilmes poderiam ser rompidos e ndo havendo mais a interacdo entre as bactérias do consércio,

ndo haveria crescimento.



4.5 - Diversidade das bibliotecas de clones dos rejeitos

Para analise filogenética das sequéncias de rDNA 16S dos rejeitos foram selecionados
aleatoriamente 131 clones. De acordo com o indice de diversidade de Shannon e com o numero de
OTUs (Tabela 3), LFR foi a que apresentou a maior diversidade. A analise filogenética das sequéncias
de rDNA 16S obtidas da biblioteca LFR mostrou que as 30 OTUs afiliaram-se a Proteobacteria ,
Firmicutes, Actinobacteria e Cyanobacteria (Tabela 6 e Figura 4). O filo mais encontrado em LFR foi
Proteobacteria, com 46% dos clones sequenciados, seguido por Firmicutes, Actinobacteria e

Cyanobacteria, que foi o menos freqliente (Figura 4).

As 15 OTUs obtidas da biblioteca ETEGR afiliaram-se a Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes e Actinobacteria (Tabela 7 e Figura 5). Nesta biblioteca, Proteobacteria também foi o
filo predominante, representando 56% dos clones seqlienciados, seguido por Firmicutes e os menos
frequentes, Actinobacteria e Bacteroidetes. Assim como nas culturas, a maioria das sequéncias teve

alta identidade com bactérias cultivadas encontradas nos mais variados ambientes.

Tabela 6: Afiliagao filogenética e distribuicao dos clones bacterianos do rejeito Lama Fina (LFR).

Grupo OoTU Clones  Microrganismo ou N°Acesso Identidade  Habitat do microrganismo
Filogenético sequéncia mais préxima relacionado

Firmicutes OLFR1 6 Bacillus pumilus GU125637.1 99% Chucrute

Actinobacteria OLFR2 5 Micrococcus luteus EU327793.1 94% Esporocarpo do cogumelo

Hebeloma crustuliniforme

Firmicutes OLFR3 9 Bacillus GU125640.1 98% Chucrute
amyloliquefaciens

Proteobacteria  OLFR4 8 Burlkholderia fungorum GU144371.1 99% Solo de floresta
Proteobacteria  OLFR5 4 Acinetobacter jonhsonii EU977715 97% Chdo de uma sala limpa
Proteobacteria  OLFR6 4 Chromobacterium sp AB426118 99% Solo

Firmicutes OLFR7 2 Bacillus sp GU112210 97% Solo

Actinobacteria OLFR8 2 Propionibacterium acnes AB540664 99% Lama

Proteobacteria  OLFR9 2 Burlkholderia EF602567.1 99% Raiz de cana

cenocepacia

Proteobacteria  OLFR10 2 Shigella sonnei EU723822.1 98% Agua
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Tabela 7: Afiliacdo filogenética e distribuicio dos clones bacterianos do rejeito Estacdo de

Tratamento de Efluentes da Galvanizagao (ETEGR).

Grupo OoTU Clones Microrganismo ou N°Acesso Identidade Habitat do
Filogenético sequéncia mais proxima microrganismo
relacionado
Proteobacteria OETEGR1 13 Chromobacterium sp AB426118.1 99% Solo
Firmicutes OETEGR2 12 Bacillus sp FN666885.1 99% Solo de aterro
Proteobacteria OETEGR3 3 Bactéria ndo cultivavel F1593709.1 99% Larvas
Proteobacteria OETEGR4 3 Pantoea sp FN555402.1 99% Solo
Proteobacteria OETEGR5 2 Sphingomonadaceae ndo EF173348.1 98% Solo com
cultivavel hidrocarbonetos
Bacteroidetes OETEGR6 2 Bacteroidetes ndo AY792301.1 98% Lagoa
cultivavel
Proteobacteria OETEGR7 2 Bactéria ndo cultivavel EU939439.1 98% Fezes
Proteobacteria OETEGR8 2 Leptothrix sp AB015048.1 98% Fontes termais
Firmicutes OETEGR9 2 Bacillus sp FN666893.1 99% Solo de aterro
Firmicutes OETEGR10 2 Bactéria ndo cultivavel GQ068810.1 98% Pele
Proteobacteria OETEGR11 1 Burkholderia cenocepacia EF602552.1 94% Caule de cana
Actinobacteria OETEGR12 1 Actinomyces sp AF287749.1 99% Boca humana
Proteobacteria OETEGR13 1 Acinetobacter sp GU566311.1 98% Agua potavel
Actinobacteria OETEGR14 1 Micrococcus sp AM988873.1 99% Agua potavel tratada
Firmicutes OETEGR15 1 Bactéria ndo cultivavel GQ016369.1 99% Pele

Nas bibliotecas dos rejeitos, as 23 OTUs afiliadas a Proteobacteria foram representadas pelas
trés classes Gammaproteobacteria (41% e 10% em LFR e ETEGR, respectivamente),
Betaproteobacteria (10% e 31% em LFR e ETEGR, respectivamente) e Alfaproteobacteria (6% e 4%,
em LFR e ETEGR, respectivamente). Os géneros encontrados foram Burkholderia, Acinetobacter,
Chromobacterium, Shigella, Pseudomonas, Pantoeae, Methylobacterium, Stenotrophomonas,
Sphingomonas, Paracoccus, Massilia e Leptotrhix. Os géneros Burkholderia, Acinetobacter e
Chromobacterium foram comuns as duas bibliotecas e Pantoeae e Leptothrix foram exclusivos da

biblioteca ETEGR. Burkholderia é um género conhecido por desempenhar um importante papel na



biorremedia¢do e degradacdo de compostos, como clorobenzoato (Yoshida, et. al., 2009). Outro
género com aplicacdo biotecnoldgica é Leptothrix, que possui a capacidade de oxidacdo do ferro e
do manganés. A formacgao de bainha é outra caracteristica dos membros desse género. A bainha, um
microtubo no qual as células sdo encapsuladas em uma linha, imobiliza enzimas oxidantes de metais
e acumula 6xido de manganés, que agem como catalisadores e adsorventes de ions metalicos na

agua (Takeda, et. al., 2010).
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Figura 4: Distribuicao filogenética das sequéncias de rDNA 16S do rejeito Lama Fina (LFR).

O filo Firmicutes foi representado por 8 e 4 OTUs em LFR e ETEGR, respectivamente. Dentre
eles foram encontrados o género Bacillus, o mais abundante, que predominou em 29% dos clones de
ambas as bibliotecas, o género Staphylococcus e bactérias ndo cultivaveis das familias
Staphylococcaceae (OLFR30 e OETEGR15) e Carnobacteriaceae (OETEGR10), que apareceram em

baixa frequéncia. Estas OTUs podem representar novos taxa.

As 7 OTUs afiliadas a Actinobacteria foram representadas por 12 sequéncias, dentre as quais
foram encontrados os géneros Micrococcus, Propionibacterium, Rothia, kocuria e Actinomyces.
Micrococcus e Actinomyces foram comuns as duas bibliotecas, enquanto os outros géneros estavam
presentes somente em LFR. O filo Cyanobacteria foi representado pelo género Chroococcus, com
apenas uma sequéncia. Estudos realizados com Micrococcus revelaram que este género estd
envolvido na detoxificagdo e biodegradagdo de muitos poluentes ambientais como alguns tipos de

herbicidas e dleos (Zhuang, et. al., 2003).
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Figura 5: Distribuicdo filogenética das sequéncias de rDNA 16S do rejeito Estagdo de Tratamento

de Efluentes da Galvanizagdo (ETEGR).

4.6 — Estimativa da diversidade bacteriana dos rejeitos e das culturas enriquecidas

As curvas de rarefacdo foram obtidas plotando o nimero de OTUs em relagdo ao numero de
clones sequenciados e podem ser observadas na Figura 6. Uma diminuicdo na deteccao de OTUs foi
obervada nas curvas LFC e ETEGR, idicando que a maior parte da diversidade pode ter sido alcangada
nessas bibliotecas. Esse resultado foi ainda confirmado pelo calculo da cobertura da biblioteca que

foi de 83% para LFC e 89% para ETEGR.

A maior diversidade nas bibliotecas de clones das culturas foi encontrada em ETEGC que
apresentou o maior numero de OTUs (30) e também o maior indice de diversidade de Shannon (2,2).
O indice de diversidade de Simpson, os valores ACE e Chaol também confirmaram ETEGC como a
cultura enriquecida mais diversa (Tabela 3). Em contraste, a maior diversidade foi detectada na
biblioteca de clones do rejeito de LFR, com pouca ou nenhuma OTU comum as outras bibliotecas.
Atualmente, pouco se sabe a respeito de comunidades bacterianas que habitam residuos

siderurgicos. Freitas et. al. (2008) realizou a primeira avaliagdo filogenética de bactérias nesse tipo de



ambiente, e diferentemente deste trabalho, encontrou uma maioria de representantes nao

cultivaveis e além disso, observou uma diversidade bacteriana maior.
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Figura 6: Curva de rarefagao representando a cobertura observada das bibliotecas de clones.

4.7 — Comparacao das bibliotecas de clones dos rejeitos e das culturas enriquecidas

As bibliotecas de clones construidas tanto das culturas quanto dos rejeitos foram
constituidas por diferentes OTUs. O filo predominante foi Proteobacteria, que também foi
encontrado em maior abundancia por Freitas et. al. (2008). Nas culturas enriquecidas, a ocorréncia
de Proteobacteria foi ainda maior, com proporc¢do acima de 90%, o que pode ser explicado pelo fato
deste filo incluir muitas bactérias com diversos estilos de vida e capacidades troficas (Kersters, et. al.,
2003), capazes de sobreviver em condicGes extremas. Estudos realizados por Zaika et. al. (2005)
mostraram que o género Shigella é resistente ao acido e a sais, sendo capaz de sobreviver em

ambientes com pH 2.

Todos os outros filos foram detectados em menor proporg¢do nas bibliotecas de clones das
culturas enriquecidas quando comparados com as bibliotecas de seus respectivos rejeitos.

Firmicutes, que estava presente em todas as bibliotecas de clones, reduziu de 32% (LFR) para 5%



(LFC) e de 36% (ETEGR) para 5% (ETEGC). Actinobacteria representava 18% dos clones em LFR,
reduziu para 1% em LFC e em ETEGC ndo foi detectado. Na biblioteca de clones de ETEGR,
Bacteroidetes representou 4% dos clones e em ETEGC este nimero diminiu para 1%. Deinococcus-

Thermus foi um filo encontrado exclusivamente em ETEGC.

As arvores filogenéticas das bactérias encontradas nas bibliotecas de clones das culturas e

dos rejeitos podem ser observadas nas figuras 7, 8, 9 e 10.
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Figura 7: Arvore filogenética mostrando as 19 OTUs obtidas de LFC. A topologia da arvore foi

gerada pelo método Neighbour-Joining (1000 repeti¢oes de bootstrap) e bootstrap >50%.
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Figura 8: Arvore filogenética mostrando as 30 OTUs obtidas de ETEGC. A topologia da arvore foi

gerada pelo método Neighbour-Joining (1000 repeti¢oes de bootstrap) e bootstrap >50%.
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Figura 9: Arvore filogenética mostrando as 30 OTUs obtidas de LFR. A topologia da arvore foi

gerada pelo método Neighbour-Joining (1000 repeti¢coes de bootstrap) e bootstrap >50%.



ga 1 OETEGR3

94 |! FJ593709.1 Uncultured bacterium
OETEGR7

91 EU939439.1 Uncultured bacterium
OETEGRA4

100 ! FN555402.1 Pantoea sp

91 100 L GU566311.1 Acinetobacter sp

100 OETEG11
EF602552.1 Burkholderia cenocepacia

100 | OETEGR1
73 99 —{
AB426118.1 Chromobacterium sp

93 Ir OETEGRS8
100 | AB015048.1 Leptothrix sp
75 [ OETEGR5
100 L EF173348.1 Uncultured Sphingomonadaceae

100 [ OETEGRI10
GQO068810.1 Uncultured bacterium

100 r OETEGR15
104 GQ016369.1 Uncultured bacterium
.4 9g | OETEGR2
3 FN666885.1 Bacillus sp
100 |r OETEGR9
821 FN666893.1 Bacillus sp

99 [ OETEGR12
AF287749.1 Actinomyces sp
82 OETEGR14
WFAM988873.1 Micrococcus sp

B OETEGR6
100 L AY792301.1 Uncultured Bacteroidetes

OETEGR13

0.05

Proteobacteria

Firmicutes

Actinobacteria

Bacteroidetes

AMO039978.1 Halovivax asiaticus

Figura 10: Arvore filogenética mostrando as 15 OTUs obtidas de ETEGR. A topologia da arvore foi

gerada pelo método Neighbour-Joining (1000 repeti¢oes de bootstrap) e bootstrap >50%.



5. Biolixiviacdo

A andlise quimica dos rejeitos foi realizada apds 30 dias de incubacdo das amostras com as
culturas enriquecidas. Os resultados mostraram uma reducdo significativa do zinco presente nos
rejeitos (Figura 11), sugerindo a acdo lixiviadora das bactérias obtidas no consércio. ETEG, o rejeito
mais rico em zinco, 25 - 50%, apds o tratamento teve esse numero reduzido para 7,5%. Enquanto LF,

que continha 2,3% de zinco, apresentou apenas 0,9% deste metal ao final do ensaio de biolixiagao.
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Figura 11: Espectroscopia de fluorescéncia de raio X das amostras tratadas com o consdrcio

bacteriano. (A) Estagao de Tratamento de Efluentes da Galvanizacdo; (B) Lama Fina.



6. Conclusdo

A andlise filogenética do gene de rRNA 16S permitiu caracterizar as comunidades bacterianas
presentes nos rejeitos de LF e ETEG. Comunidades bacterianas distintas foram detectadas nos
rejeitos e suas respectivas culturas enriquecidas, refletindo, provavelmente, as diferencas na
composicdo quimica e nas condicdes ambientais das amostras analisadas. Os dados preliminares da
biolixiviacdo sugerem que os consdrcios bacterianos obtidos apresentam potencial biotecnolégico
para lixiviarem o zinco presente nesses rejeitos. Considerando que o conhecimento da composicao
taxondémica de comunidades ambientais é um indicador importante para sua fungao e ecologia, estes
resultados poderdo ser-Uteis para estudos mais completos, incluindo os aspectos ecoldgicos e

econdmicos dos processos industriais.
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