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RESUMO

As Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo de enorme importdncia do ponto de vista
industrial ¢ ambiental. O sulfeto produzido pelas BRS constitui um grande problema para o
setor petrolifero por causar da biocorrosdo nas instalagdes e por ser toxico ao ser humano. O
monitoramento dessas bactérias ¢ realizado com frequéncia a fim de qualificar o tratamento
para prevenir a producdo de sulfeto. O tratamento comumente utilizado ¢ a injecdo de
biocidas cuja utilizacdo deve ser proporcional a densidade de BRS a fim de minimizar danos
econdmicos e ambientais. O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver um método indireto,
baseado no consumo de aceptores de elétrons (sulfato) para monitorar populagdes de BRS. A
metodologia consistiu, a principio, no desenvolvimento de um método de analise por
cromatografia de ions que, além do sulfato e nitrato, pode também separar outros 15 anions
como: tungstato, sulfeto, fosfato, molibdato, oxalato, nitrito, cloreto, piruvato, butirato,
propionato, acetato, fluoreto, formiato, succinato e citrato. O método de avaliacao foi testado
para se ajustar aos padrdes regidos pelo INMETRO e ANVISA (6rgdos brasileiros de
regulamentacdo). Adicionalmente foi realizada a adaptagdo de um método
espectrofotométrico para determinacdo de sulfato para assim auxiliar o processo
cromatografico. O tempo de corrida no cromatografo foi de 45 minutos que foi inferior ao
método fornecido pelo fabricante e com um LD de 574,2 ¢ 127,1 pg L™ para sulfato e nitrato,
respectivamente. As analises espectrofotométricas foram eficientes para medir sulfato e
nitrato entre o intervalo de 40 e 200 mg L. A associagio da cinética microbiana de
crescimento e consumo de sulfato foi realizada em cultura pura de BRS e em cultura mista de
amostras ambientais. Para testes com cultura pura foi utilizada uma cepa de BRS considerada
como modelo experimental para o grupo, a bactéria Desulfovibrio vulgaris. Para testes com
cultura mista foram utilizados consércios microbianos coletados de amostras de agua
produzida de petréleo e do Rio Camarajipe, Salvador-BA. Foi observado que a D. vulgaris
apresentou uma taxa de crescimento de 0,67 h™ em meio rico contendo sulfato, mas é capaz
de crescer na presenca de nitrato com taxas proximas de 0,34h™ e um consumo de nitrato de
=22mg L'h"". Esse resultado ilustra a ineficiéncia do uso isolado de nitrato para controlar
BRS em pocos de petrdleo. Os testes relacionando a variacdo da densidade de D. vulgaris em
meio de cultura com fonte de carbono e aceptor de eletron (SO4*) em concentracdes
padronizadas demostrou alta correlagdo linear (R* > 99%). Esse resultado comprova
viabilidade de usar o Modelo de Monod para quantificar biomassa dessa cultura em apenas 12
horas de teste, ao invés de 28 dias como é o caso da técnica de NMP. A sensibilidade do
método esta entre as densidades de 10%-10® cel/mL. Os resultados foram menos significativos
com culturas mistas de BRS provinda de amostras ambientais, mas, os resultados sugerem
que ajustes na técnica podem melhorar seu desempenho.

Palavras —chave: bactérias redutoras de sulfato — BRS, monitoramento, cromatografia de ions,
cinética microbiana.
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ABSTRACT

Sulphate reducing bacteria (SRB) are of significant environmental and industrial importance.
SRB produces significant amounts of sulphite that can cause bio-corrosion on industrial
installations and be toxic to humans. Monitoring the presence of such bacteria is an activity
frequently required in order to determine treatment and prevent sulphite production during
petrol exploration. Injection of biocides is commonly used for this purpose and should be
proportional to SRB present in the environment in order to avoid economic and
environmental drawbacks. The objective of this work was to develop an indirect method for
monitoring SRB population in situ based on the consumption ratios of electron acceptors such
as sulphate. First, it was necessary to adapt a chromatographic method for detecting ions such
as sulphate and nitrate, but the approach has also showed to be successful for separating 15
other anions such as tungstate, sulphite, phosphate, molibdate, oxalate, nitrite, chlorate,
pyruvate, butyrate, propionate, acetate, fluorite, formiate, succinate and citrate. The
chromatographic approach is robust to pass the “INMETRO” and “ANVISA”, the Brazilian
regulation agencies. Additionally, the chromatographic approach was also tested against a
spectrophotometric method for determine sulphate. The chromatographic run achieved was of
45 min only, compared to a longer period suggested by the manufacturer and with a detection
limit of 574.2 and 127,Img 1" for sulphate and nitrate, respectively. The spectrophotometric
approach was efficient for detecting sulfphate and nitrate at the range of 40 to 200mg 1™,
Sulphate consumption versus the biomass activity of SRB was first tested using pure culture
and later with environmental mixed cultures. Desulfovibrio vulgaris was used as a biological
model representing SRB for the tests with pure culture. Two different consortiums were used
for testing environmental SRB mixed cultures, one collected at the Camarajipe River,
Salvador-BA, and cells grown from industrial produced water obtained from oil wells. It was
observed that D. vulgaris showed a growth rate of about 0,67 h-1 in rich media with sulphate
as sole electron acceptor, but the culture was also able to grow on nitrate with an average
consumption of =22mg L'h" and a growth rate of 0.34 h™'. This result suggest the
inefficiency of using nitrate as means to control SRB in oil wells once some SRB can utilize it
as electron acceptors. Tests correlating the variation of D. vulgaris initial biomass with
sulphate consumption rate at standard conditions of carbon source and electron acceptor
concentrations showed to be of statistical significance (R* > 99%). This result strongly
support the tested method, which is based on the Monod model, for measuring bacterial
biomass within only 12 hours instead of 28 days such as required by the most probable
number technique (MPN). The sensitivity of the method was set between 10%-10® cel/ml, but
the results were less significant when tested with mixed environmental cultures. Nonetheless,
the result showed that some adjustment in the technique may improve its performance.

Key Words: sulphate-reducing bacteria- SRB, microbial monitoring, ions chromatography,
microbial kinetics.
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1 INTRODUCAO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo um grupo diversificado de micro-
organismos anaerobios. As BRS utilizam principalmente o sulfato, a forma mais oxidada do
enxofre, como aceptor de elétrons e, dependendo so seu metabolismo, tem como resultado a
produgdo de sulfeto ou enxofre elementar. Esse grupo de bactérias ¢ versatil, pois possuem a
capacidade de utilizar diversas substancias como doadores de elétrons e, em alguns casos,
outros aceptores de elétrons como, por exemplo, o nitrato. Portanto, o metabolismo das BRS
pode ser dividido em trés grupos didaticos distintos (ALMEIDA, et al., 2006; MADIGAN,
2010):

a) Grupo I: BRS capazes de degradar matéria organica complexa (ndo oxidantes de
acetato);

b) Grupo II: BRS capazes de degradar acetato (oxidantes de acetato);

c) Grupo III: BRS autotroficas que utilizam hidrogénio como fonte de energia e

comumente enxofre elementar como aceptor final de elétrons.

A produgdo de H,S pelas BRS ¢ responsavel por significativos danos a industria
petrolifera, pois esta substincia causa a corrosdo de superficies metalicas e, por isso, o
desgaste de varios equipamentos. Além da producdo de H,S, as BRS podem causar corrosio
através da interacdo direta com as superficies de liga metalica desestruturando-a e assim
liberando metais como o ferro. Portanto, os mecanismos de atuagdo e corrosdo causada pelo

crescimento das BRS acarretam em significativo impacto ao processo industrial.

O controle de BRS nos sistemas de explorag@o de petréleo pode ser aplicado através da
combina¢do das técnicas de monitoramento e da introducdo de biocidas (glutaraldeido,
quaternario de amonio, THPS- Tetrakis (hidroximetil) fosfonio sulfato, formaldeido, metanol)
(HOLMKYVIST et al., 2011; WEN et al., 2012; HAMMAD ¢ ELSHAHAWY, 2014). Porém,
existem poucas variaveis de monitoramento ¢ detec¢do que sdo capazes de definir o uso
apropriado ¢ as concentra¢des adequadas de biocidas in sifu, uma vez que ndo se sabe a

densidade desses organismos no sistema.

As BRS podem apresentar um sistema de defesa ao controle por biocidas que ¢ a sintese
de uma substincia polimérica extracelular que atua na formagdo de biofilme que funciona
como uma pelicula protetora. Além de aumentar a resiténcia das bactérias, o biofilme se adere

as superficies metalicas dos sistemas de injecdo causando diversos problemas tais como: (i)
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entupimento do reservatorio, (ii) acidificagdo do meio, (iii) reducdo do fluxo e (iv) corrosdo

de ligas de ferro e aco (SCHWERMER et al., 2008; COTE et al., 2013).

Atualmente o método principal de quantificagdo de BRS ¢ a técnica do “Numero Mais
Provavel” (NMP) que se baseia no crescimento de BRS em meio seletivo inoculado com uma
diluicdo seriada da amostra original. Esse método ¢ muito sensivel, ou seja, possui baixo
limite de detecgdo, ndo envolve uso de equipamentos sofisticados, porém os procedimentos de
preparacdo e analises delongam pelo menos 15 dias (QI et al., 2014 BHAGOBATY, 2014).
Outras técnicas empregadas utilizam a biologia molecular como PCR e FISH, ensaios de
imunoabsor¢do ligados & enzima, biosensores, mas estes métodos envolvem testes complexos
e de alto custo em comparagdo ao tradicional (WAN et al., 2009; WAN et al., 2010; ZHANG,
2011).

Um método alternativo para monitorar a presenca ¢ atividade de BRS in situ seria
através da relagdo das taxas de consumo de sulfato em condi¢des padronizadas de fonte de
carbono e aceptores de elétrons. No entanto, para que tal comparacdo seja possivel €
necessario conhecer algumas variaveis basicas que modelam a cinética de crescimento das
BRS. De acordo com o Modelo cinético de Monod, espera-se que a taxa de crescimento
bacteriano varie de acordo com a relacdo dos valores de biomassa e da disponibilidade de
aceptor de elétron quando a concentragdo de carbono se encontra cima das condigdes
limitantes. Essa relagdo matematica permite comparar essas variaveis cinéticas de varios
testes distintos e ao mesmo tempo. Por isso essa técnica pode ser utilizada para prever a
densidade e/ou atividade de BRS, sejam elas de cultura puras ou amostras ambientais. Em
outras palavras, isto significa que uma serie de bateladas experimentais testando diferentes
concentragdes de inoculo (biomassa de BRS) contra concentra¢des de sulfato e fonte de
carbono padronizada podem gerar taxas de crescimento modelaveis (previsivel) (MONOD,
1949). Dessa forma, esse modelo matematico pode ser utilizado para estimar densidade de

BRS in situ através de um calculo comparativo.

Esse procedimento cinético esbarra em dois pontos limitantes (i) algumas BRS podem
utilizar nitrato ao invés de sulfato como aceptor final de elétron e (ii) as fontes de carbono
podem variar muito dependendo da amostra. Portanto, para se entender os mecanismos
metabolicos e assim propor solugdes para esse desafio técnico € necessario fazer testes
cinéticos com BRS e, nesse trabalho, a Desulfovibrio vulgaris foi utilizada como micro-

organismo modelo para esse estudo.
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Portanto, a meta desse trabalho ¢ a de descrever as taxas de crescimento (biomassa)
versus as taxas de consumo dos aceptores de elétron por D. vulgaris utilizando analise

cromatografica de ions, e assim sugerir um método cinético de quantificacdo desses micro-

organismos para ser usado em amostras ambientais.
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2  OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de deteccdo indireta de BRS em tempo real através das

analises da cinética de consumo de sulfato e nitrato quantificados por cromatografia de ions.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

Desenvolver e validar um método analitico para determinacio de anions,
principalmente sulfato e nitrato, em amostras aquosas e amostras oriundas de
agua produzida utilizando cromatografia de ions-CI com detector de

condutividade;

Ajustar um método analitico espectrofotométrico para determinacio de sulfato,

em amostras aquosas e amostras oriundas de agua produzida;

Calcular a taxa de crescimento de Desulfovibrio vulgaris e a sua taxa de consumo
de aceptores de elétrons (sulfato e nitrato) em diferentes condicdes: (i)

concentracio de aceptores de elétrons e; (ii) inéculo inicial;

Estimar biomassa de BRS em amostras ambientais (Agua produzida) baseado na

cinética de consumo de sulfato e/ou nitrato com auxilio da cromatografia de ions.
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de um novo método de monitoramento para BRS que seja
eficiente e rapido ¢ necessario para a implantacdo de técnicas de combate a biossulfetogénese.
A biossulfetogénese ¢ um grande problema principalmente para o setor industrial causando
efeitos deletérios, como acidificagdo de campos de petroleo, entupimento, corrosdo tubular,
pitting, aumento do teor de enxofre nas reservas de hidrocarbonetos entre outros

(BHAGOBATY, 2014).

Os procedimentos de contagem de células viaveis, geralmente, ndo sdo calculados com
prontiddo e precisdo e as técnicas mais precisas, como o exemplo, técnicas de biologia
molecular PCR e FISH, consistem na utilizacdo de equipamentos, materiais de elevados
custos e testes complexos em comparagdo ao método tradicional. A detec¢do pelo nimero
mais provavel (NMP) é o método mais tradicional, porém o resultado ¢ obtido somente apds
incubacdo por até 15-28 dias, necessitando de ambiente anaerdbico e/ou com baixo potencial
redox (TANNER, 1989). Ja os kits comerciais para monitoramento em campo sdo
relativamente caros e, muitas vezes, envolvem o uso de um componente do kit que esta sobre
protecdo de patente e por isso torna-se um método com um valor muito mais elevado

(TRAORE e JACQ, 1991).

O controle de BRS nos sistemas de exploracdo de petrdleo ¢ aplicado através da
combinagdo das técnicas de monitoramento e da introducdo de biocidas (VIDELA, 2002). A
aplicacdo de uma quantidade adequada de biocida é importante por causa dos seguintes
fatores: evitar o desperdicio de reagentes; reduzir o custo no setor industrial; reduzir o
impacto ambiental; possibilitar um maior controle das BRS ndo precisando, até mesmo, do

uso de outros métodos de prevencao de biocorrosao.

Portanto, para determinar a dosagem correta de biocida a ser aplicada, ou para intervir
com estratégias de controle da biossulfetogénese € preciso um método rapido e eficiente para
monitorar as BRS (BHAGOBATY, 2014). Nesse ambito, uma empresa petrolifera que possa
adquirir um cromatdgrafo de ions terd uma excelente oportunidade de avaliar a populacdo de
micro-organismos de interesse (BRS) indiretamente, através das andlises das concentracdes

sulfato e/ou nitrato presente nas amostras aquosas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 INDUSTRIA DO PETROLEO

Na industria petrolifera sdo conhecidos trés processos de recuperacdo de petrdleo. A
recuperagdo primaria de petrdleo ocorre com a pressao natural do poco, recuperando apenas
20% do o6leo do reservatorio. A recuperag@o secundaria ¢ aplicada quando a pressdo natural
do pogo diminui, sendo injetada agua ou gas para a recuperagdo do 6leo remanescente, este
processo gera uma recuperagdo adicional entre 45-50%. Na recuperagdo terciaria sdo
utilizados processos quimicos e fisicos, como a utilizacdo de solventes, polimeros entre
outros. Este processo gera um adicional na recuperagdo do o6leo de 7-15% (BACHMANN
etal., 2014).

No processo de exploracdo secundaria de petroleo ¢ gerada a “agua produzida”, esse
termo ¢ empregado para descrever a agua que ¢ expelida junto com o petrdleo e o gés na
exploragdo do reservatorio, seja onshore (exploragdo no continente) ou offshore (exploracdo
em alto mar). Esses reservatorios, muitas vezes tém naturalmente a ocorréncia de agua junto
com os hidrocarbonetos. Para conseguir a recuperagdo maxima nos campos de petrdleo,
injeta-se, freqiientemente, adgua adicional para ajudar a forcar o 6leo para a superficie
(SCHWERMER et al., 2008). Portanto agua produzida ¢ a adgua trapeada em superficie e
entranhada na formacdo rochosa do reservatério. Nela coexiste uma mistura de diferentes
compostos organicos e inorganicos, ocorrendo naturalmente nas rochas de formagdes
subterraneas permeada por fluidos subterraneos como petroleo, gas, agua salina e micro-

organismos como as BRS (ALMEIDA et al., 2006; FAKHRU’L-RAZI et al., 2009).

4.2 CORROSAO MICROBIOLOGICA INDUZIDA- CMI

A corrosdo de metais causada por micro-organismos ja ¢ descrita desde 1900, sendo
denominada corrosdo microbiologicamente induzida (KAKOOEI et al., 2012). A CMI ¢ uma
interagdo sinérgica composta por diferentes micro-organismos, que através do seu
metabolismo cooperativo, sdo responsaveis pelo processo de corrosio (ALABBAS et al.,

2013).
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As BRS s3o os principais organismos envolvidos no processo de CMI, sendo
responsavel por metade dos casos ocorridos. Anualmente, cerca de 20% dos danos causados
em materiais metalicos estdo associados a CMI (YUAN et al., 2013). Apesar de ndo existirem
estudos econdmicos publicados sobre os gastos com a atividade microbiana, estimam-se que o
prejuizo global na industria do petrdleo gerado pela atividade microbiana (processo de

biocorrosao) seja maior que US § 100 milhdes por ano (BHAGOBATY, 2014).

A biocorrosdo mediada pelas BRS acontece quando trés componentes estdo presentes:
(i) o sulfato (aceptor de elétrons); (ii) uma fonte doadora elétrons livres (inorgénica ou
organica) e; (iil) a agua geralmente em condi¢des anoxicas. O mecanismo tedrico de corrosao
induzida por BRS chamado de despolarizagdo catddica foi proposto por Von Wolzogen Kuehr
e Van der Vlugt em 1934 (Figura 1) (KAKOOEI et al., 2012). Essas bactérias podem também
produzir significativas quantidades de exopolissacarideos que causam o entupimento de
varios sistemas industriais comumente conhecidos como biofilme. Em condi¢des naturais,
esse grupo de bactéria contribui para uma variedade de fungdes essenciais em muitos
ambientes anaerobios. As BRS sdo importantes reguladores de muitos processos em wetlands
(zona umida- pantano), inclusive no aproveitamento da matéria organica, biodegradacdo de
poluentes aromaticos clorados em solos anaerdbios e sedimentos e na metilagdo do mercurio
(CASTRO et al., 2000). Nos sistemas industriais, no entanto, a presenga dessas bactérias pode
causar grande impacto nos processos de producdo devido a formagdo de biofilmes e
sulfetogénese. Portanto, varias sdo as estratégias utilizadas para tentar controlar a presenca e o

numero desses organismos nos sistemas industriais de exploracdo (VIDELA, 2002).

Atualmente para controlar a o crescimento dos biofilmes nos sistemas de inje¢do dos
reservatorios sdo utilizados os biocidas. Dentre eles os utilizados sdo o glutaraldeido,
antraquinona ¢ THPS, Cloreto de Benzalconio (BAC), porém a sua eficiéncia ¢ dependente
dos fatores como a resisténcia dos micro-organismos tratados, a adi¢do freqiiente e a
disponibilidade de nutrientes no meio, isto é, a limitagdo de nutrientes e taxas de crescimento
reduzidas resulta na formacdo de biofilmes com bactérias. Alguns biocidas, geralmente,
apenas inibem o crescimento microbiano, e induzem respostas expressando genes de
resisténcia ndo causando a morte das bactérias. Devido a elevada quantidade de biocidas
aplicados em campos de petroleo, muitas bactérias tornam-se resistentes. Para o controle da
corrosdo, grupos quimicos como o nitrato, fosfato, benzoato, cromatos e os boratos também
sdo utilizados (ALMEIDA et al., 2006). Dentre esses, o nitrato € o mais usado nas injegdes

dos reservatorios petroliferos.
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Figura 1 - Representac@o da biocorrosdo do ferro por BRS com base na teoria de depolarizagéo
catddica: I dissolugdo ferro; I, dissociagdo da agua; III, a redugéo de protons; IV, a
reducgdo do sulfato pela bactéria e;V, a precipitagdo de sulfeto.

Bactéria redutora de sulfato

3Fe?*

BH] BH" + BOH' & 8H,0

@ Ferro

8e

Fonte: Adaptado KAKOOEI et al., 2012

O uso do nitrato para remediar a acdo de BRS nos pogos na industria do petréleo
apresenta alguns mecanismos ja citados na literatura: a) competicdo entre as BRS e as
bactérias redutoras de nitrato (BRN) heterotroficas por doadores de elétrons; b) as BRN e as
sulfeto oxidantes (quimiolitotréficas) removem o sulfeto gerado pelas BRS; c) a inibig¢do das
BRS pelo acamulo de nitrito no meio (JURELEVICIUS et al., 2008; SCHWERMER et al.,
2008; MUYZER e STAMS 2008; PILLAY e LIN, 2014).

43 BACTERIA REDUTORA DE SULFATO (BRS)

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo um grupo de micro-organismos
filogeneticamente diversos, anaerdbias e podem ser encontradas em meio marinho e estuarino,
devido a sua diversa capacidade metabolica. Podem crescer em um pH de 4,0 — 9,5, a
temperatura de 25-60°C e toleram pressdo de até 500atm (ALABBAS et al., 2013). Esse
grupo de bactérias tem um papel importante na ciclagem de carbono e enxofre, pois realizam
a reducdo dissimilativa de composto de enxofre, tais como: sulfato, sulfito, tiossulfato e
enxofre elementar, como também reducdo assimilativa para alguns grupos. Os compostos
piruvato, lactato e malonato sdo as principais fontes de carbono utilizadas pelas BRS, estes
compostos sdo oxidados a CO, ou na forma incompleta (CO, e acetato). O Sulfeto de

hidrogénio gerado durante o crescimento das BRS, ajuda na manuten¢do de um ambiente
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anaerobio (WIKIEL et al., 2013 ; TAO et al., 2013). Algumas BRS podem oxidar o acetato a
CO; para obter elétrons para a reducdo de sulfato, gerando gas sulfidrico como exemplificado

na Equacdo 1 (MADIGAN, 2010):

CH;COO + S04~ +3H" > 2 CO,+H,S + 2 H,0 (Equagdo 1)

As Arquéias também estdo entre os micro-organismos redutores de sulfato que utilizam
acetato como fonte de elétrons e energia, gerando S°, ao invés de gas sulfidrico (ALMEIDA,
et al., 2006). H4 também as bactérias redutoras de sulfato autotroficas que através da
utilizagdo de formiato, pode-se gerar H, que também pode servir como fonte de elétrons para
as BRS (ALMEIDA, et al., 2006; MADIGAN, 2010). A Tabela 1 resume esses trés grupos de

BRS com seu determinado metabolismo.

Tabela 1 — Classificagdo das BRS com sua determinada reacdo metabdlica

Grupos Descriciao Reacio
Grupo BRS que degradam matéria MOC + SO,* +2H" — CO, +H,S
I organica complexa - MOC (ndo

oxidantes de acetato)

- 2° - -
Grﬁp 0 BRS que degradam acetato CH,COO™ +80,” — ZHCO; +HS
(oxidantes de acetato)
Grupo _ BRSA aptotroﬁcas que utlllzam 3H, + S0 + 2H'— 4 H,0 + S
1 hidrogénio como fonte de energia e

comumente enxofre elementar
como aceptor final de elétrons.

Uma espécie de BRS muito utilizada experimentalmente in vitro é a Desulfovibrio
vulgaris, um grupo de bactérias mesofilas do tipo bacilo Gram negativo. Estas bactérias
crescem em ambientes tipicamente andxico, embora algumas possam tolerar o oxigénio

(KAKOOEI et al., 2012). Nesse grupo, a cepa Desulfovibrio vulgaris str. 'Miyazaki F' é
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usada como referéncia para estudos de analises do metabolismo das BRS, em comparagio
com D. vulgaris Hildenborough, essas cepas sdo muito semelhantes na fisiologia e os

resultados sdo considerados aplicaveis a todas as cepas D. vulgaris (HAMAP, 2013).

A D. vulgaris, utiliza uma ampla variedade de aceptores de elétrons, incluindo sulfato,
enxofre, nitrato e nitrito. Através do seu metabolismo ¢ possivel utilizar para: (i) a remogao de
metais contaminantes como o uranio (VI) de cromio (VI) e de ferro (III) presentes em
efluentes, por meio da precipitacio com sulfeto e; (i) redugdo da acidez de aguas de
drenagem acida de minas. Logo, estes micro-organismos sdo bons biorremediadores para
tratamentos de efluentes, porém s3o responsaveis pela corrosdo de metais, um problema que

¢, em parte, o resultado da atividade coletiva dessas bactérias (CABRERA et al., 2006).

4.4 SOBRE O ENXOFRE

O enxofre ¢ um elemento essencial para a vida e no metabolismo de compostos
organicos. Existem quatro principais estados de oxida¢do do enxofre variando do mais
reduzido ao mais oxidado, - II, 0, +IV e + VI (sulfeto, enxofre elementar, sulfito ¢ sulfato,
respectivamente), Figura 2. Além disso, este enxofre pode estar ligado a outros atomos.
Bioquimicamente, o enxofre pode fazer ligagdes com o hidrogénio, carbono e oxigénio, como

também pontes dissulfeto (MUYZER e STAMS, 2008).

Figura 2 — Principais espécies de enxofre em diferentes estados de oxidagao.

NO

oxidagao -1l 0 +V +VI
do S

L s?2 o S0 o SO,2 « SO,?
¥ ¥

Forma mais reduzida Forma mais oxidada

Na natureza as BRS participam da redu¢do do sulfato a sulfeto. O processo inverso, a

oxidacdo do sulfeto, pode ser realizado aerobiamente por bactérias oxidantes de enxofre
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Quimiolitotréficas (por exemplo, Thiobacillus ou Beggiatoa) ou aerobiamente por bactérias
de enxofre fototroficas (por exemplo, Chlorobium) transformando enxofre elementar (S°) em
SO4*. Outras transformagdes, sdo realizadas por grupos de micro-organismos especificos,
resultam na redugdo de enxofre (por exemplo, Desulfuromonas) e desproporcionamento do
enxofre (Sulfodismutans, Desulfovibrio) MUYZER e STAMS, 2008). Compostos organicos
de enxofre, tais como o dimetilsulfoxido (DMSO) pode ser transformado em dimetilsulfeto
(DMS) e vice-versa, por varios grupos de micro-organismos. A Figura 3 resume as principais

reagdes apresentadas das transformagdes do enxofre.

Figura 3 — Principais transformagdes do enxofte.

Oxico

Grupos de
proteinas SH

— OMS
DMSO ¢

O
S
e Redugio SO

A J

Fonte: adaptado MUYZER e STAMS, 2008.

O sulfato ¢ a espécie de enxofre mais estavel termodinamicamente. A redug@o biologica
do sulfato pode ser de duas formas: i) redugdo assimilativa, neste processo o enxofre ¢

incorporado pelo organismo, ou seja, ¢ aproveitado para a biossintese de componentes
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citoplasmaticos compondo estruturas quimicas de aminoacidos, acidos nucléicos e em alguns
cofatores, tal como a biotina (POSTGATE, 1979); ii) reducdo dissimilativa, envolve
especialmente as BRS e as arqueias anaerdbias obrigatorias, nesta forma , o sulfato ou o
enxofre elementar é o aceptor final de elétrons da cadeia respiratéria e ocorre grande
produgdo de sulfeto de hidrogénio H,S. A Figura 4 (a) representa o mecanismo metabdlico

dessas duas vias.

Figura 4 - Mecanismo da redugdo bioldgica do sulfato. (a) As duas formas metabolicas
redutoras; (b) enzimas essenciais que participam do processo de redugao.

ATP ADP
AR 2P Wy
SO% » APS » PAPS
ATP sulfurilase APS quinase CIJH ﬁ)
- NADPH i CH;~0—P—0—S—OH
2e '\ APS ) P f él)
reduiase  NADP*
AMP L PAP Utilizada no metabolismo dissimilativo
80,2 oKXy APS (Adenosina 5'-fosfosulfato)
6e” 6e”
\4 Sulfito \ <|3H <”3
redutase CH,~O—P—0—S—OH
HIS H,S é')
Excregdo Compostos orgénicos sulfurados
(cnste!na, metl.o nna, Utilizada no metabolismo assimilativo
e assim por diante)
R.ed‘.’q'.éo 2 Red.uq.éo. PAPS (Fosfoadenosina 5’-fosfosulfato)
dissimilativa assimilativa
de sulfato de sulfato

@ (b)

Fonte: adaptada MADIGAN et al., 2010.

As duas principais enzimas envolvidas no processo de reducdo dos compostos
sulfurados ¢ a APS redutase ou adenosina fosfosulfato redutase (APSr) e a APS quinase as
quais estdo presente, respectivamente, na via de redugdo dissimilativa do sulfato e na reducdo

assimilativa do sulfato, ver Figura 4 (b).

As bactérias redutoras de sulfato, a depender do género, podem realizar reducdo
assimilativa e/ou dissimilativa e sdo capazes de utilizar, além do sulfato, sulfitos, tiossulfato,

enxofre ou nitrato como aceptores de elétrons alternativos (GREIN et al., 2013). A principal
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fonte doadora de elétrons para a obtencdo da energia ¢ o hidrogénio H,, porém outras fontes
sdo utilizadas. O ideal ¢ utilizar como fonte de carbono compostos simples, pois a utilizacao
de compostos orgdnicos mais complexos envolve um gasto energético maior para a
metabolizacdo ou a dependéncia de outras bactérias para degradar o substrato, exemplo, as
acetogé€nicas (MUYZER e STAMS, 2008). A fonte de carbono que tem maior potencial de
utilizacdo € o lactato, ja que fornece energia mais do que suficiente para reducdo de sulfato,
isto pode ser facilmente observada pela baixa energia livre de Gibbs das reacdes de reducao
sulfato com cada fonte de carbono, ver Tabela 2, (OKABE, 1995; MUYZER e¢ STAMS,
2008; OYEKOLA, 2012).

Tabela 2 - Reagdes das redutoras de sulfato, metanogénicas, e acetogénicas.

Equacio AG®’(kl/reagdo)*
Reacido reducao de sulfato
4H,+ SO,> + H - HS + 4H,0 -151.9
Acetato +S0,” — 2HCO; + HS -47.6
Propionato + 0,75 SO,> — Acetato + HCO; + 0,75 HS + 0,25 H" -37.7
Butirato” + 0,5 SO, — 2 Acetato + 0,5 HS™ + 0,5 H' -27.8
Lactato + 0,5 SO, — Acetate + HCO;™ + 0,5 HS™ -80.2
Reacbes acetogénicas
Propionato + 3 H,O — Acetato + HCO; + H' + 3H, +76.1
Butirato + 2 H,0 — 2 Acetato + H + 2 H, +48.3
Lactato” + 2 H,O — Acetato + HCO;” + H +2 H, 4,2
Reacdes metanogénicas
4 Hy+ HCO; + H — CH,+ 3 H,0 -135.6
Acetato + H,O — CH4+ HCO;™ -31.0
Reacdes homoacetogénicas
4 H,+ 2HCO; + H" — Acetato + 4 H,0 -104.6
Lactato — 1,5 Acetato + 0,5 H' -56.5

Fonte: Adaptado MUYZER e STAMS, 2008.

No meio contendo BRS, as analises de pH e Eh auxiliam para avaliar as condigdes
(solubilidade de espécies, acidez, oxidagdo) desse meio e poder identificar, preliminarmente,
a presenca dessas bactérias como método indireto. Durante o crescimento bacteriano, o pH e o
potencial do meio se modificam, o pH aumenta devido a formacgdo de ions OH e o potencial
redox diminui devido ao consumo de elétrons. Cada micro-organismo apresenta uma forma de
curva do potencial redox (Eh). As BRS crescem em meios com o Eh variando entre -100 e -
500 mV e entre -100 a -200 mV ha o predominio da redugdo de sulfato. A Tabela 3 resume as

principais faixas de Eh para cada metabolismo e suas principais reagdes. O sulfeto dissolvido
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no meio pode estar presente nas formas S*, HS', ou H,S, a forma de sulfeto encontrada seré
determinada pelo pH do meio. Dependendo do valor de potencial redox no meio, o enxofre
pode estar nas formas S04%, S°, HSOy, entre outras. Em valores de pH levemente basico a
forma predominante do sulfeto ¢ HS", em pH &cidos predomina a forma H,S, em pH mais
elevado (acima de 8) ocorre o predominio da concentragio de S* e em pH 7 existe fragdes
iguais de HS™ e H,S, ver Tabela 4 . Desta forma os valores de pH e o Eh da solugdo estdo
diretamente associados a espécie predominante encontrada no meio. Um outro fator que
também pode determinar a forma de enxofre encontrada no meio, ¢ a temperatura. Este fator
dependera da atividade metabolica do micro-organismo encontrado no meio como também o

coeficiente de absor¢do do sulfeto ao meio (SOUZA et al., 2010; BERNARDEZ et al., 2012).

Tabela 3-Resumo das faixas de Eh para cada metabolismo com sua reag@o predominante.

Tipo de metabolismo  Valores de Eh Principais transformacdes
Respiracao aerdbia >300 mV Redugéo do O,
Respiracao anaerdbia 100 a 300 mV Redugdo do NO,
facultativa -100 a 100 mV Redugdo Fe e Mn
200 a -100 mV Redugio do SO,*

Respiragdo anaerdbia
<-200mV Formagao de metano

Fonte: Adaptado MOREIRA e SIQUEIRA (2006).

Tabela 4 — Disposi¢go do sulfeto de hidrogénio no meio aquoso de acordo com o pH.

pH Formas do sulfeto em solu¢cdes aquosas
<7 H,S

7 H,S (50%) e HS™ (50%)
>17 HS

Fonte: Adaptado SOUZA, (2010).
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4.5 ADENOSINA FOSFOSULFATO

A primeira transformagdo no processo de reducdo do sulfato ¢ a ativagdo dessa
molécula. Essa ativagdo envolve ATP e forma um intermediario de reagdo, o sulfato de
adenilil ou adenosina fosfosulfato (APS), a qual ¢ metabolizada, a depender da via, pela
enzima APS quinase ou pela enzima APS redutase, também denominada, adenosine
phosphosulfate reductase (APSr). Na via de assimilagdo, a APS é convertida em sulfato de 3'-
fosfoadenilil (PAPS) pela APS quinase (2.7.1.25) e , em seguida, reduzida a sulfito, e o sulfito
¢ reduzido a sulfeto pela sulfito redutase de assimilacdo (ASr), Figura 5. Na via dissimilativa,
a APS ¢ transformada a sulfito pela APSr (1.8.99.2) e podendo ser reduzida a sulfeto pela
sulfito redutase. Geralmente a APSr das arquéias sdo formados por duas subunidades a2[2.
A subunidade o com uma massa molecular de 75KDa, contém cofatores FAD- flavin adenine
dinucleotide. A subunidade [, com 20KDa, possui dois centros com ferro-enxofre [4Fe-4S]+2,

a qual € responsavel pelo transporte de dois elétrons para a superficie da enzima mediada pelo

FAD (SANTOS et al., 2013).

Figura 5 — Metabolismo do enxofre. A via destacada ¢ a redug@o assimilativa do sulfato.
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Fonte: Adaptada KEEG, 2013.
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4.6 NITRATO REDUTASE

A maioria das BRS podem também reduzir o nitrito e/ou nitrato (MARIETOU et al.,
2005). A redugdo do nitrato ¢ promovida pela nitrato redutase. O nitrato € reduzido a amodnia-
NH; por alguns géneros de BRS (Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfobulbus) através da
respiragdo anaerobia (DALSGAARD e BAK, 1994). A Nitrato redutase da Desulfovibrio
vulgaris str. 'Miyazaki F' corresponde a enzima transcrita pelo gene DvMF 1484 da
Desulfovibrio vulgaris str. 'Miyazaki F' que teve seu genoma sequenciado por Lucas et al.,
(2008). Esta enzima apresenta 739 aminoacidos — aa, com sitios ligantes a metais, ferro, ferro-
enxofre e molibdénio. Enquadra-se na funcdo molecular oxiredutase e apresenta semelhanca

na estrutura de muitas nitrato redutase das BRS (UNIPROT, 2013).

A reducdo do nitrato NO;  compreende um processo muito importante do ciclo do
nitrogénio na natureza eesta relacionada com a primeira etapa do processo de desnitrificagao.
As principais fungdes podem ser: i) uso do nitrato como fonte de nitrogénio; ii) aquisicao de
energia metabolica quando utiliza o NO3™ como aceptor final de elétrons; iii) dissipa o excesso
de energia redutora para manter o balanco redox. Essa redu¢do do nitrato, a principio,
transformando a nitrito ¢ catalisada por uma enzima nitrato redutase - NRase (NRases

(MORENO-VIVIAN et al., 1999; MOROZKINA; ZVYAGILSKAYA, 2007).

Sdo conhecidas, basicamente, quatro tipos de nitrato redutase-NR: i) a NR assimilativa
Eucariotica (EUK-NR) e; ii) trés enzimas procaridticas, (1) a nitrato redutase respiratoria
(NAR), associada a membrana, esta envolvida na produg@o de energia metabolica, (2) a NR
assimilativa (NAS) localizada na compartimento citoplasmatico e participa da assimilacdo do
nitrogénio, e (3) a nitrato redutase dissimilativa periplasmatica (NAP) a qual dissipa o
excesso de energia redutora para manter o balango redox (dissimilagdo de nitrato)
(MORENO-VIVIAN et al, 1999; CAMPBELL, 1999; RICHARDSON et al, 2001;
MOROZKINA e ZVYAGILSKAYA, 2007). Apesar de possuirem muitas semelhangas, os
quatro tipos de NR apresentam em sua estrutura cofator molibdénio, as NR bacteriana contém
como cofator dois grupos molibdopterina guanina dinucleotideo (MGD) coordenados a um
atomo de molibdénio (RICHARDSON et al., 2001; MOROZKINA ¢ ZVYAGILSKAYA,
2007).
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4.7 CONTROLE E MONITORAMENTO DAS BRS

Para o controle da formacdo de colonias de BRS utilizam-se métodos fisicos como
ultravioleta-UV, ultra-som, radia¢@o ionizante, raios-x etc., podendo inibir ou eliminar micro-
organismo. Porém os métodos quimicos sdo os mais simples e eficazes na industria,

principalmente pela adi¢cdo de biocidas e inibidores (ZHANG et al., 2011).

Os biocidas sd@o compostos individuais ou uma mistura de compostos utilizados para
inibir o crescimento microbiano. Compostos biocidas podem ser inorganicos tais como
ozonio, cloro, bromo, etc.; ou organicos tais como isotiazolinonas, amodnia quaternaria,
glutaraldeido, acroleina, formol e etc. (VIDELA, 2002). O glutaraldeido ¢ um biocida nao
oxidante muito utilizado para eliminar as BRS. Este ¢ uma substancia ativa sobre uma ampla
gama de temperaturas e valores de pH. O grupo funcional do glutaraldeido reage com
constituintes basicos das proteinas (por exemplo, grupos tais como: OH’, NH,, 'COOH e
"SH) que estdo presentes nas membranas celulares, paredes celulares e no citoplasma. O
glutaraldeido ¢é solivel em agua e insoltvel em o6leo, e é por isso que, nas formulagdes dos
biocidas, podem conter agua, metanol, isopropanol ou varias combinagdes desses ultimos.
Estes alcoois s@o adicionados para aumentar a capacidade de penetragdo do glutaraldeido e
evitar a sua solidificagdo durante o armazenamento. Cabe salientar também que a
concentracdo maxima determinada pela agéncia de protecdo ambiental nos Estados Unidos da

América (USEPA) ¢ de 50 ppm de glutaraldeido (VIDELA, 2002).

Existem outros métodos de controle das BRS um deles ¢ a exclusdo biocompetitiva, a
adicdo de nitrato estimula o crescimento das bactérias redutoras de nitrato (BRN), este
processo pode gerar a competicdo entre as Bactérias redutoras de nitrato heterotroficas
(BRNh) e as BRS heterotroficas por compostos organicos (doadores de elétrons) (LAMBO et
al., 2008; SOUZA et al., 2010) . Gana et al., (2011) cita que poucos testes relacionados a
exclusdo biocompetitiva se mostraram eficientes, em que as taxas de corrosdo foram

reduzidas em torno de 50%.

O monitoramento das populacdes de BRS pode ser feito através de métodos diretos e
indiretos. Os métodos diretos de contagemrelacionam diretamente com a populacdo
bacteriana. Em sua maioria sdo testes com o uso de técnicas de biologia molecular como, por
exemplo, PCR (CASTRO et al., 2000; MENERT et al., 2004; BAHR et al., 2005) e ainda,

métodos utilizando microscopia como deteccdo por fluorescéncia em hibridizagdo in situ
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(FISH) em que possui uma boa acuracia e ampla especificagdo para detectar BRS (SANTOS
et al., 2010).

Os métodos indiretos sdo aqueles que medem a variagdo da produgdo de H,S ou
consumo de sulfato e ou da densidade desses micro-organismos que sdo aferidas através de
meios de cultivo. O meio de cultivo mais comum ¢ o Postgate B que ¢ utilizado como base
para a estratégia de cultivo em tubos multiplos (POSTGATE, 1979; PARKES et al., 1995).
Esse método, no entanto, depende de varios dias de cultivo para a obtencdo dos resultados.
Zhang (2011) resumiu os métodos que atualmente sdo mais utilizados para monitorar BRS

(Tabela 5).

O controle de BRS nos sistemas de exploragdo de petrdleo ¢ atingido através da

combinagdo das técnicas de monitoramento ¢ da introdu¢ao de biocidas (VIDELA, 2002).

Porém, existem poucas variaveis de monitoramento e deteccdo que sdo capazes de

definir o uso correto e concentragdes adequadas de biocidas in situ.
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Tabela 5- Resumo demonstrativo dos métodos utilizados para detec¢io e monitoramento de

BRS
Métodos Classificagdo Caracteristicas de comparagao
1. O método de diluicdo seletivo é simples e facil de contar,
porém apresenta um periodo de cultura longo e os resultados sdo
Cultura sempre mais baixos.
2. Teste em frasco ¢ um método direto, evitando a contaminagdo
e interferéncias, melhora consideravelmente a precisdo e
confiabilidade, mas o tempo de espera ¢ longo.
Métodos
tradicionais Método de Este método pode calcular a quantidade total de bactérias, mas
contagem por  ndo o valor total da BRS, de modo que o valor do resultado ¢
microscopia maior. A menos que utilize FTTC e IFA juntos.
Determinagdo
quantitativade  Este método ¢é indireto e esta relacionado com a quantidade de
produtos sulfeto produzido para detectar BRS. E facil e dedutivo.
metabolicos
Determinagao . . . .
¢ Com este método ¢ possivel calcular a quantidade de BRS em
usando um . . )
agua do mar de forma rapida, por meio de um sensor.
sensor
Com este método ¢ possivel calcular a quantidade de BRS em 15-
. 20 min. E um método de facil detec¢do e adequado para utilizar
Imunoensaio . . . .
, no campo. O resultado obtido é preciso porém o custo de
Métodos de e
L aplicacdo ¢ muito elevado.
determinagdo
direta

Hibridizagdo in

situ de
fluorescéncia

PCR

O tempo de teste e analise deste método € curto, e a sensibilidade
¢ alta. E um método capaz de detectar mais tipos e quantidades
de BRS. Contudo, os instrumentos sao caros e dificeis de utilizar.

A sensibilidade ¢ duas ordens de grandeza mais elevadas do que
os métodos de cultura tradicionais, o custo ¢ elevado e exige de
recurso humano qualificado e laboratdrio equipado.

Fonte: Adaptado ZHANG, 2011.
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4.8 CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCAO POR TROCA ANIONICA PARA
QUANTIFICAR NITRATO E SULFATO

A Cromatografia por troca anionica ¢ um tipo de cromatografia de ions (CI). A
cromatografia de ions- CI ou i6nica foi denominada assim em 1975 por SMALL et al., (1975)
que descreveu em seu trabalho um sistema cromatografico para determinar pequenos ions
inorgénicos utilizando uma coluna com resina de baixa capacidade de troca idnica como
fase estacionaria, um detector de condutividade e um coluna supressora para remover a
condutividade do eluente a fim de reduzir Background. Em seguida, Gjerde et al., (1979)
desenvolveram uma técnica de cromatografia por troca anidnica sem o uso de coluna

supressora, apenas com eluentes de baixa condutividade.

A CI pode ser de quatro tipos, varia com o mecanismo de separacao dos ions: i) de troca
i0nica, interagdo eletrostatica entre os ions de uma amostra e grupos funcionais com cargas
opostas presente na coluna fase estaciondria; ii) exclus@o de ions, diferentemente da troca
i0nica, o sistema baseia-se na repulsdo entre ions analitos com as cargas presentes na coluna
(fase estacionaria), essa técnica ¢ amplamente utilizada para separar os compostos idnicos a
partir de compostos nio- iénicos e para separar misturas de acidos ou bases (G*OD, 1997); iii)
cromatografia de quelacdo i0nica, nesse sistema a fase estacionaria apresenta propriedades
quelantes para alguns ions, isto ¢, a fase estaciondaria realiza multiplas ligagdes coordenadas
com o analito, e ¢ utilizado para separar cations inorganicos; iv) cromatografia de ions
Zwiterion ou anfotero, nesse sistema ocorre separagdo de ions que apresentam regides
positivos e negativos, a fase estaciondria apresenta grupos zwiterions e esta cromatografia é
muito eficiente na separacdo de aminoacidos (JACKSON, 2000; BHATTACHARYYA,
2012; FANALI et al., 2013). NESTERENKO, (2001) resumiu no Quadro 1 um esquema de
classificagdo para as diferentes possibilidades de CI . Esta classificagdo foi acarretada a partir
da interpretacdo de métodos adequados para a determinagdo simultdnea de cations e anions
por CI em uma unica injecdo de um volume da amostra. Porém as primeiras tentativas de
determinagdo simultanea de cations e anions foram direcionadas para uma combinacdo de
dois cromatografos de ions em uma mesma unidade. Isto poderia ser realizada utilizando
colunas em paralelo ou em série ou com um sistema de comutagdo entre as colunas.

(NESTERENKO, 2001).
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Quadro 1- Classificagdo das técnicas para determinacio simultinea de cations e anions por CI.

SEPARACAO

I-Técnicas de Multi-colunas

Sistemas Multi-eluentes Sistemas Mono-eluentes

Colunas Paralelas Colunas em Série Colunas comutaveis

II-Técnicas com uma Unica Coluna

Cromatografia por troca de cations e por exclusdo de ions

Separacdo em colunas zwiteridnicas

Colunas de leito Colunas de particulas Moléculas zwiteridnicas )
. . ) . Camadas mistas
misto esféricas imobilizadas

III-Cromatografia por troca de anions e

complexos metalicos carregados negativamente

DETECCAO

Sistema de detecc¢do unico | Sistema de deteccdo multiplo

Fonte: NESTERENKO, (2001).

Neste trabalho o modo de separagdo ¢ por troca iOnica, mais especificamente, separacao
por troca anidnica. Nesse sistema tem o moédulo gerador de eluente (KOH) que carreara a
amostra pela coluna de separacgdo, a coluna carregada levemente positiva ret€ém os anions da
amostra injetada, porém o eluente quando eluido pela coluna arrasta o analito que possui
maior interacdo consigo. O tempo de retencdo é variado para cada analito e dependera da

r

interagdo com a fase estacionaria e fase movel. Apds a separagdo na coluna, a mistura

()

passada pela supressora a fim de eliminar o background do eluente no detector. O sinal ¢
transmitido e as informagdes sdo processadas no computador, ver Figura 6. Na supressora, por
um processo eletroquimico, os cations sdo substituidos por ions de hidrogénio e a hidroxila do

eluente ¢ neutralizada transformando em agua, Figura 7.

Atualmente pode considerar a CI em um tipo de HPLC- High-performance liquid
chromatography, podendo ser em fase reversa ou em normal. A fase reversa consiste de uma
fase estacionaria de pouca polaridade e uma fase movel de alta polaridade, enquanto a fase
normal tem as polaridades invertidas (TONHI et al., 2002). Porém algumas caracteristicas
diferem a CI da HPLC, o sistema cromatografico por onde passa o liquido, normalmente, ¢

constituido de um polimero inerte, tal como Politetrafluoretileno (PTFE) ou, mais
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comumente, Polyether ether ketone (PEEK), oposto ao HPLC em que, comumente, usa aco
inox. Os eluentes utilizados em CI sdo, geralmente, acidos e bases fortes que podem
contribuir para um maior desagaste, caso utilizasse o aco inox (HADDAD e JACKSON,
1990). Outra diferenca, na CI o detector primario mais utilizado ¢ o de condutividade ou
amperométrico e para e HPLC convencional ¢ o UV / VIS. A detec¢@o de condutividade pode
ser operado no modo direto (ou ndo reprimida) ou com o uso de dispositivo baseado na troca

ionica, denominado de supressora, que ¢ inserida entre a coluna de troca i6nica e o detector de

condutividade (JACKSON et al., 2004).

Figura 6— Esquema representando o sistema de cromatografia por troca ionica com supressora e
detector de condutividade.

o H,0 DI
EGC -

Gerador
de Supressora

eluente
gﬂ Bomba

— (Célula de
Injecdo l condutividade ‘

Detector de
condutividade
com supressao

d [ @—==H ——
amostra T .
R Coluna guarda Aquisicio de
Separacdo dainsle
por Coluna controle do
froca analitica equipamento
idnica
|

Fonte: Adaptada Dionex.

Figura 7 - Diagrama de supressdo de eluente para cromatografia idnica.
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Fonte: Adaptada Dionex.
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Considerando que a CI ¢ uma técnica de cromatografia liquida aplicada especialmente
para determinar solutos i0nicos e que, geralmente, ndo exige muitos tratamentos na amostra,
pode-se inferir como uma técnica rapida, confiavel e precisa para a determinacdo simultanea
de diversos ions (GROS,2013; JACKSON et al., 2004). Dentre as aplicagdes a ser utilizada
para a determinag@o de solutos i6nicos, sdo: anions inorganicos; cations inorganicos incluindo
metais alcalinos, alcalino-terrosos, metal de transi¢do e os ions de terras raras; acidos
carboxilicos de baixo peso molecular, acidos organicos fosfonicos e sulfonicos, incluindo
detergentes; carboidratos; bases orgédnicas de baixo peso molecular; alcoois de agucar,
aminoglicosideos, aminoacidos, proteinas, glicoproteinas e; complexos de metais i0nicos
(JACKSON, 2000; KARMARKAR et al., 2004; BHATTACHARYYA, 2013). Nesse sentido
por ser ja bem estabelecida, a CI ¢ empregada para analise de espécies ibnicas como método
padrio em muitos orgdos, tais como ASTM (American Society for Testingand Materials),
AOAC (4ssociation of Official Analytical Chemists), e USEPA (United States Environmental
Protection Agency) (JACKSON, 2000).

Desde entdo tem sido utilizado na analise de muitos analitos da area ambiental, nas
industrias quimicas e petroquimicas, semicondutores, aplicagdes de agua de alta pureza,
aplicacdes para analise de alimentos e bebidas, industrias farmacéuticas e clinicas, na
mineracdo e metalurgia, na biotecnologia, em industrias agricolas e entre outras. Porém,
apesar da grande variedade de analitos e tipos de amostras atualmente analisadas por CI, a
analise ambiental ainda continua sendo a maior area de aplicacdo. (JACKSON, 2000;

BHATTACHARYYA, 2012).

Ao buscar na literatura métodos com parametros coluna AS11-HC (Dionex, USA) e
detector de condutividade foram selecionados os principais artigos para a construgdo da tabela

comparativa, Tabela 6.
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Tabela 6— Comparagio entre métodos de cromatografia de ions utilizando programa de eluicéo
por gradiente e isocratico, detector de condutividade e coluna AS11-HC (Dionex,

USA).
Tipo de . . P A
Detector Eluente Espécies quimicas Referéncia
amostra
Agua
o . . . TUCKER.;
subterranea ¢ Condutividade NaOH I, NaOH em metanol-agua FLACK., 1996.
solo
; ; 2 2 3
Leite Condutividade NaOH Cl', NOy, CO3 ’ SO:; .’ PO, GAUCHERON. Et
e alguns 4cidos orgénicos. al., 1996.
- - 2-
Beterraba Condutividade NaOH cr, NO3 ’ So‘ﬁ > © alguns MAGNE etal.,
acidos organicos. 1998.
Agua de chuva  Condutividade NaOH CI', NOy , SO;* MOR‘%gEsS ctal,
Gerador eluente
Produtos .. Fosfatos, ortofosfato, SEKIGUCHI et
. L Condutividade KOH em . .
alimenticios . piropfosfato, polifosfato. al., 2000
gradiente
Gerador eluente . . .
‘ . 6 anions(acidos orgénicos de MILLER e
Aguadomar  Condutividade KOH em cadeias curtas) SCHNUTE, 2012.
gradiente
o 14 &nions (inorgénicos e
?tl}lbiemals Condutividad Ger;cg;eluente acidos organicos de cadeias  DOMINGOS, et
particulas no ar - Condutividade Tem curtas) al., 2012
e dgua gradiente
Particulas na 9 Anions(4cidos organicos de  TAN et al., 2009
atmosfera, Condutividade  Glioxal e H,O, . g I ’
cadeias curtas) 2010
aerosol
Amostras de
Gerador eluente
banhp de~ Condutividade KOH em Fluoreto e nitrato ZIMMER etal,
texturizagao . 2009
. gradiente
acida
Amostras .. . 5 anions (nitrato, nitrito, sulfato KHAN e
aquosas Condutividade - Gradiente NaOH e cloreto e peroxidissulfato) ADEWUYI, 2011
Efluentes Condutividade KOH isocratico 4 anions (nitrato, qcetato, XIE et al., 2012
propionato e butirato)
Amostras Condutividade Carbonato de 7 anions (F, CI',NO, ,Br, ZATIRAKHA et
aquosas sodio e NaOH NO;, HPO,* and SO427) al., 2014
Ambientais . S ’ _
particulas no ar Condutividade NaOH 6 anions (F, C1 , SO,~, NOs , SEN et al., 2014

e na agua

PO43_ (S NOz_)
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5 MATERIAL E METODOS

A metodologia desse trabalho foi dividida em trés etapas conforme Figura 8.

Figura 8 — Sequéncia de etapas da metodologia abordada nesse trabalho.

Desenvolvimento ¢ validagao
de analise de anions por
cromatografia de ions e

analise de sulfato por
espectrofotometria

l

Determinagao da cinética
de consumo de sulfato e
nitrato

l

Determinagao da biomassa de
BRS em amostras ambientais
através do consumo de sulfato

5.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE ANALISE DE ANIONS POR
CROMATOGRAFIA

A andlise de cromatografia de alta resolucdo por troca anidnica foi realizada em trés

etapas:

(1) Apds levantamento bibliografico foram selecionadas os métodos descritos por
Christison et al., (2011),Miller e Schnute, (2012) e Domingos et al., (2012), dos quais foram
utilizadas como referéncias para o desenvolvimento de novos protocolos a serem utilizados

como parametros de analises em cromatografia de troca idnica.
(i1) O método adotado foi adaptado ao método do protocolo da Dionex.

(iii) Validagdo do método elaborado.
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5.1.1 O Cromatografo de ions e 0 método

O Cromatografo de ions ¢ um Dionex ICS-3000 com duas bombas, isto é, contém dois
sistemas de andlise em paralelo: i) uma coluna analitica Dionex IonPac AS11-HC 4 x
250mm e coluna guarda Dionex IonPac AGI11-HC 4 x 50mm acoplado com um detector
condutimétrico e supressora ASRS- ANION SELF-REGENERATING SUPPRESSOR -
4mm e possuindo gerador de eluente de KOH —RFIC-EG ; ii) uma coluna analitica Dionex
IonPac AS7 4 x 250mm e coluna guarda Dionex IonPac AG7- 4 x 50mm acoplado com um
detector eletroquimico ou amperométrico pulsado —ED40 — Dionex. O equipamento também

apresenta acoplado, um amostrador automatizado AS40 — Dionex para vial de SmL.

Nesse trabalho o método descrito € para a determinacao de anions utilizando o sistema
com gerador de Eluente (KOH) e a coluna analitica AS11-HC. O tipo de corrida ¢ pelo modo
gradiente do eluente KOH e com um tempo de 45 min, tendo a seguinte descrigdo: primeiro
Immol L' de 0-9min, seguindo por 1- 15mmol L de 9-15min, 15-30 mmol L' de 15-28min,
30-63 mmol L de 28-38min, ¢ finalizando 1mmol L' de 38-45min. O sistema foi instalado

para injetar S0pL (volume do loop).

O método foi desenvolvido a partir do aperfeicoamento do programa de gradiente
fornecido pelo fabricante do equipamento (Dionex-USA) em relacdo a coluna AS11-HC.
Pesquisou-se na literatura um novo método ja estabelecido considerando parametros de
eluicdo, detector, espécies separadas e o tipo de amostra escolhendo-se o método que se
enquadrava com o equipamento € os recursos existentes no laboratorio. Foram realizados
testes preliminares até atingir a uma boa separagdo e dai seguir para os testes de validagdo. A

programagio do método no software do Chromeleon segue no APENDICE F.

Nesse programa de gradiente foi injetada uma solu¢do com mistura de 17 analitos
(padrdes) em diferentes concentragdes (10, 50, 100, 300, 500, 800, 1000, 1500, 2000, 2500 ug
L") para a construgdo da curva analitica. Depois foi realizada a leitura de cada cromatograma
contendo a mistura de 4nions a 100 ug L™ e tendo uma espécie com uma concentracio muito
elevada (1000 ng L'l) para identificar o &nion especifico (em maior concentracdo) no

cromatograma (RIBANI et al., 2004).
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5.1.2 Preparo das solucées e amostra

Os reagentes utilizados para preparar as solucdes padrdes da curva de calibracdo para o
cromatografo possuiam grau analitico acima de 99% (adquiridos pela Merck, Sigma Aldrich e
J. T. Baker) e a agua como solvente era ultrapura com resistividade maior que 18,2 MQ
cm a 25°C oriunda do sistema de purificacdo Milli-Q Biocel (Millipore Corporation,
U.S.A.). As solugdes padroes estoque foram condicionadas em geladeira a 4°C por até dois

meses.

As vidrarias utilizadas para o preparo das solu¢des padroes estoque foram previamente,
limpas, imergindo-as em recipiente contendo detergente Neutro EXTRAN (MERCK) e
sonicando por 15minutos em banho ultra-som seguindo por enxagiie por 6 vezes com agua

ultrapura.

Cada amostra para analise era filtrada com o auxilio de seringa descartavel acoplada
com filtro de 0,22um. As amostras de agua produzida, além de filtradas em filtros de 0,22um,
também eram filtradas em seringa acoplada a cartucho (OnGuard II RP Dionex) a fim de
evitar entupimentos com hidrocarbonetos na coluna analitica quando amostras de agua
produzida eram analisadas. Apos o tratamento, as amostras eram armazenadas sob

refrigeracdo a -20°C.

5.1.3 Parametros analiticos

Para a validagdo do método de separagdo (CI), foram determinados os pardmetros
analiticos ou caracteristicas de desempenho: seletividade; linearidade e faixa de aplicag@o;
precisdo; limite de detecc¢do e; limite de quantificacdo (RIBANI et al., 2004; INMETRO,
2003; ANVISA, 2003).

5.1.3.1 Seletividade

O parametro analitico seletividade de um método instrumental de separagdo esta
associado com a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias (analitos) na

presenca de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
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complexa. A seletividade foi determinada comparando a matriz isenta das espécies de
interesse e a mesma matriz com adigdes destas substancias (padrdes). Nesse processo nenhum
interferente deve eluir no tempo de retengdo do analito de interesse, que deve estar bem

separado dos demais compostos presentes na amostra (RIBANI et al., 2004).

5.1.3.2 Curva analitica, limite detec¢do (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

A curva analitica ou curva de calibracdo foi definida pela relagdo matematica entre o
sinal (area ou pico obtido pelo detector) e a concentracdo ou massa da espécie de interesse.
Essa relacdo ¢ determinada empiricamente, a partir dos sinais medidos pelo equipamento
referente a cada concentragdo conhecida dessa espécie (RIBANI et al., 2004; NETO et al.,
2002).

Para a construgdo da curva recomenda-se a medi¢do de no minimo 5 pontos, ou
melhor, medir cinco concentragdes diferentes, a fim de diminuir o erro no processo. Os
valores desses dados experimentais foram correlacionados fazendo um tratamento por
regressao linear e foi obtida equacdo simples do tipo y = ax + b com coeficiente de correlagdo

[} (1))

r, sendo “a” e “b” os coeficientes de regressdo, “x” a concentragdo e “y” o sinal.

O Software Microsoft Excel®foi utilizado para plotar os dados e determinar os
pardmetros de correlagdo. O valor de “R*” obtido, ao adicionar “linha de tendéncia” no
grafico plotado no Microsoft Excel®, corresponde ao quadrado do coeficiente de correlagdo e
quando multiplicado por 100, significa a porcentagem do quanto o modelo (equacdo) ¢
adequado para descrever o fenomeno ou a correspondéncia entre as variaveis (PETERNELLI,
2007; RIBANI et al., 2004). Para a ANVISA, (2003) e o INMETRO, (2003) esse coeficiente
devera ser superior aos valores 0,99 e 0,90, respectivamente, para que um método de

separagdo seja validado (RIBANI et al., 2004).

O Limite de deteccdo (LD) a qual corresponde a menor concentragdo da substancia em
analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada pelo equipamento foi
determinado baseando-se nos pardmetros da curva analitica. J& o limite de quantificagao-LQ,
representa a menor concentragdo da substidncia em analise que pode ser medida foi

determinado pela mesma curva analitica (RIBANI et al., 2004).
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O LD e o LQ de cada curva analitica foram calculados de acordo com as equacgdes (2)

e (3) descritas:

LD=3.3xs Equacdo (2)
S

LQ=10xs .
S Equagdo (3)

Sendo, S ¢ a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser o coeficiente linear
da equagdo obtida pela regressdo linear ¢ S ¢ a inclinagdo (slope) ou coeficiente angular da

equagao.

5.1.3.3 Curva de calibragdo, LD, LQ e faixa linear para o nitrato e sulfato

Para as analises de concentracdo de sulfato e nitrato da cinética microbiana, foi avaliado
os parametros analiticos: curva de calibragdo, LD, LQ e faixa linear conforme descrito no

item anterior.

O parametro de linearidade também foi analisado para as determinacdes de nitrato e
sulfato. A faixa linear ¢ definida como a faixa de concentragdo onde a sensibilidade do
método pode ser constante. Essa faixa foi determinada pela divisdo dos valores do sinal
detectado pelo cromatografo (area do pico) pelas suas respectivas concentragdes, fornecendo
as respostas relativas e, em seguida, um grafico foi construido com as respostas relativas no
eixo y e as concentragdes correspondentes em escala logaritmica no eixo x (RIBANI et al.,

2004).

5.1.4 Injecdo do meio de cultura e dgua produzida no cromatégrafo

Todas as amostras (meio de cultura e agua produzida) antes de serem injetadas no
cromatografo —CI sofreram um pré-tratamento, conforme descrito no item 5.1.2. As amostras
eram descongeladas a temperatura ambiente e diluidas 500X e/ou 1000X com agua ultrapura

e, em seguida, injetada no CI utilizando o amostrador automatico acoplado no equipamento.
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Para a injecdo das amostras no CI, foi realizada, previamente, a etapa de estabilizagdo
do equipamento a fim de obter uma linha de base estavel. O procedimento de operagdo do

cromatografo ¢ descrito com maiores detalhes nos Apéndices D e F.

Neste trabalho todos os programas de injecdes de amostras foram padronizados pelo
método de padronizagdo externa. Esse método compara a area da substancia a ser quantificada
na amostra com as areas obtidas com solucdes de concentragdes conhecidas preparadas a
partir de um padrao (RIBANI et al., 2004). O padrdo utilizado em cada seqiiéncia de inje¢des
foi o fornecido pela Dionex (USA) com sete anions (Seven Anion Standard II P/N 057590).

5.2 DETERMINACAO DE SULFATO POR ESPECTROFOTOMETRIA

A concentragdo de sulfato no meio de cultura foi determinada por método
espectrofotométrico proposto por KOLMERT et al., (2000). Amostras foram filtradas em
filtro 0,22um e diluidas 25 vezes em agua Milli-Q (Biocell) e o volume de 1,0 mL foi
misturado a 1mL do solugdo condicionante. Em seguida, misturou-se 70mg de BaCl,.2H,0 a
amostra ¢ agitou durante 30 segundos em agitador de tubos tipo Vortex (2500 rpm).

Imediatamente foi medida a absorbancia a 420nm.

Foi construida uma curva de calibracdo com pontos variando de 1 a 1000mg L-1 em
triplicata, utilizando-se como padrdo Na,SO, preparado em solucdo estoque a 1000mg L-1 e
um padrdo comercial Dionex (Combined Seven Anion Standard 11 P/N 057590). Nesta
calibragcdo foi comparado dois espectrofotometros (Biospectro SP22 ¢ o HACH DR-2500)
para a realizagdo da leitura das amostras e o “branco” foi preparado seguindo o mesmo

procedimento substituindo a amostra por agua ultra-pura (Mili-Q).

A solu¢do condicionante foi preparada contendo os reagentes descritos na Tabela 7 e

utilizando agua ultra pura.
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Tabela 7- Reagentes da solucdo condicionante

Soluciao Condicionante

Reagente Quantidade
NaCl P.A. 150 g
Glicerol P.A. 100mL (196g)
HCIP.A. 60mL
Etanol 95% IMPM 200mL

53 CINETICA MICROBIANA

A cinética microbiana foi dividida em ensaios para a cepa Desulfovibrio vulgaris e

amostras ambientais, o diagrama representado na Figura 9 resume esses ensaios de cinética.

Figura 9- Diagrama do resumo de ensaios de cinética para BRS

Testes Cinéticos para BRS

5.3.1 D.vulgaris 5.3.2 Amostras

ambientais
Cinética de
crescimento e de A .
- . " < . Agua produzida
variagdo de aceptores Rio Camarajipe Agua produzida guap
de elétrons concentrada
Cinética de Cinética de P ——
Cinética de consumo crescimento crescimento T de sulfato
de sulfato
Cinética de consumo Cinética de consumo
de sulfato de sulfato
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5.3.1 D. vulgaris

Nos experimentos foi utilizado uma cepa de BRS modelo, a Desulfovibrio vulgaris
(ATCC29579, DSMZ-644) pertencente a colecdo de cultura do Laboratorio de Biotecnologia
e Ecologia de Micro-organismos — LABEM, adquirida da colecdo de cultura DSMZ (Leibniz-
Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Esta
cepa foi cultivada em meio Desulfovibrio-Broth (DSMZ-63), ver ANEXO A, conservada em

glicerol a 20% e armazenadas em criotubos a -70°C em ultra-freezer.

5.3.1.1 Cinética de crescimento e de consumo de aceptores de elétrons (nitrato e sulfato)

por Desulfovibrio vulgaris

Para avaliar a cinética do consumo de nitrato e sulfato foram realizadas curvas de
crescimento com a cepa Desulfovibrio vulgaris em meio de cultura DSMZ-63, porém com o
sulfato de ferro substituido por sulfato de sodio para ndo prejudicar as analises de densidade

Otica e cromatografica.

Os cultivos anaerobios foram realizados em frascos de vidro penicilina de 10mL e
50mL hermeticamente lacrados com tampas de borracha butilica e selo de aluminio. Os
frascos contendo o meio Desulfovibrio-broth foram esterilizados por autoclavagdo a 121°C
por 15 minutos. O corante rezasurina (agente redutor) contido no meio de crescimento
Desulfovibrio foi utilizado como indicador de condigdes anodxicas (ATLAS ¢ BARTHA,
1998; MADIGAN et al., 2010).

Foram realizadas quatro curvas de crescimento para o D. vulgaris utilizando quatro
diferentes tratamentos: i) tratamentol-T1 (sulfato) utilizando meio de cultura DSMZ- 63; ii)
tratamento 2 — T2 (sulfato + nitrato) , meio de cultura DSMZ- 63 com adi¢do de nitrato
320mg L' (=5mmol L™); iii) tratamento 3 — T3 (sulfato + cloreto), meio cultura DSMZ- 63
com adigdo de cloreto 200mg L™ (=5mmol L™); iv) tratamento 4 —T4 (cloreto + nitrato),
meio cultura DSMZ- 63 ausente de sulfato (substituido por CI) e com nitrato a 360mg L'
(=5mmol L™).

Para esses experimentos, seguiram-se as seguintes etapas:
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a) reativac@o da cepa — a cepa conservada em -70°C foi mantida a temperatura ambiente
por 45 min e inoculada em meio DSMZ-63 com propor¢ao 1:9 (10% indculov/v) a 38°C
por 48h;

b) repique da cepa a 10% (v/v) de indculo e incubada por 12h a 38°C;

¢) inoculagdo em 30 frascos com auxilio de seringas estéreis descartaveis — 0,5 ml de
suspensao bacteriana (pré-indculo) em 45,5 ml de meio Desulfovibrio e incubado a
38°C;

d) retirada de aliquotas em triplicata de cada tempo de incubagdo: Oh, 3h, 5h, 8h, 10h,
12h, 16h, 24h, 36h e 48h e posteriormente realizadas as analises de densidade bacteriana
por espectrofotometria (densidade otica a 560nm - DO560) no espectrofotometro
DR2500 (Hach company) tendo como branco o meio de cultura e contagem por
microscopia de epifluorescéncia com laranja de acridina (MELA) conforme descrito por
Alef e Nannipieri, (1995) (KAMARASWAMY et al., 2011; ALEF e NANNIPIERI,

1995). A analise cromatografica de ions foi realizada conforme decrito no item 5.1.4 .

(Y94

Para o pré-indculo seguiram-se os itens “a” e “b” descritos acima ¢ o mesmo foi

realizado da mesma forma para todas as curvas de crescimento da D. vulgaris.

Foi realizada uma correlagdo entre contagem direta por MELA e DO560 com os pontos

da curva de crescimento.

A Figura 10 resume a metodologia experimental para estudo da cinética de crescimento

de D. vulgaris com diferentes aceptores de elétrons no meio de cultura.

Para cada curva de crescimento em determinado meio com tratamento, foi calculado os

parametros de crescimento celular: o tempo de duragdo da fase de crescimento exponencial, o

tempo de geracdo, o numero de geracdes e coeficiente de crescimento especifico. Sabendo-se

que as bactérias crescem por fiss@o bindria, a formula que expressa o crescimento exponencial

¢ dada:

N=N,2" (Equagio 4)
onde:

N= ntiimero final de células;

N,= ntimero inicial de células;

n= numero de geracdes que ocorrem na fase exponencial.
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Os calculos referentes ao tempo de geragdo “g” da populacdo celular foram calculados
durante o periodo da fase exponencial da curva, através da populacdo inicial e final e do

periodo da exponencial, conforme segue nos calculos das equagdes (Equacdo 5) e (Equagdo
6)

g=t/n (Equagdo 5)

onde: t = tempo em horas de crescimento exponencial e; n= nimero de geracdes durante
esta fase. Dessa forma conhecendo-se os parametros “N” ¢ “N,” na fase de crescimento
exponencial ¢ possivel calcular “n” e, a partir de “n" e do tempo “t”, calcula-se o tempo de

geracdo “g” (MURRAY et al., 1980; MADIGAN, 2010)

Figura 10 — Resumo da metodologia cinética de crescimento em meios com tratamentos
diferentes.

Reativagdo da cepa D.vulgaris

Tratamento dos dados

(48 h/ 38°C)
! | |
DO560 MELA CI
Repique ‘ - i ‘
(10%/ 12 h/38°C) Me10T1,T2, T3eT4
Pré-indculo Aliquotas

l U para Analises

Indculagdo em diferentes meios: Tembos incubacio:
T1 — Sulfato ’ s

T2 — Sulfato + Nitrato (SmM) —> | Oh,3h,5h,8h,10h,12h,16h,24h,

T3- Sulfato + Cloreto de sédio  (5SmM) 36h e 48h
T4 — Nitrato (5mM)

A Equacdo 4 pode ser reescrita em termos de n:

log N=log No + log 2
n= 3,3 (log N — log N,) (Equagdo 6)
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A partir dos dados da DO e MELA correlacionou as duas técnicas através da analise do

coeficiente de correlagdo do grafico plotado tendo DO versus contagem direta.

O coeficiente de crescimento ou velocidade especifica de crescimento (p) foi calculado
a partir dos logaritmos natural dos valores da populacdo na fase exponencial de cada curva
quando sdo plotados e se obtém a regressao linear dos pontos. Esse coeficiente foi obtido a

partir do coeficiente angular da funcdo linear (y=ax+b). Uma outra forma de calcular o “n” ¢

pela divisdo In 2 sobre o tempo de geracio.

5.3.1.2 Cinética do consumo de sulfato em amostras padronizadas com variagdo de

biomassa inicial de D. vulgaris

A comparacdo da cinética de consumo de sulfato por diferentes densidades iniciais de
biomassa (populagdo bacteriana) de D. vulgaris foi realizada em um periodo de 3h 45min a
38°C para evitar significativas variagdes no niumero de micro-organismos. Este processo
experimental pode ser descrito em trés etapas: i) preparacdo do pré-inoculo e indculo; ii)
inoculacdo e incubagdo das amostras com biomassa de concentragdes diferentes a 38°C; iii)
Avaliacdo da variagdo do consumo de sulfato comparando-se as concentragcdes apos a

inoculacdo (tempo inicial) e as 3h 45min de incubagao(tempo final).

i) primeiramente, foi preparado o pré-indculo, conforme descrito na alinea “a)” e
“b)” do item 5.4.1, posteriormente inoculou-se em meio DSMZ-63 10% (v/v) ¢
incubou-se a 38°C por 48 horas. Em seguida foi realizada uma nova inoculagéo a
10% (v/v) em um novo meio DSMZ-63 e incubacdo por 12 horas a 38°C. Apods o
periodo de incubagcdo mediu-se a densidade otica —DO560 para determinar a
quantidade de cé€lulas através da correlagcdo da absorbancia com a contagem direta
de células por epifluorescéncia/acridina realizada previamente quando da
determinagdo da curva de crescimento. A variacdo da biomassa foi determinada
nas amostras submetendo-as a centrifugagdo (10min a 12857x G) e preparo de
diversas concentracdes conforme Tabela 8. Depois do processo de centrifugacao,
mediu-se por DO560 a absorbancia de cada inoculo com diferentes populagdes

bacterianas;
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Tabela 8 — Valores de volumes de indculos, resuspenséao e fatores de concentragdo do processo de

concentracdo e diluicdo através da centrifugagao.

Fator de concentracio

Volume inoculo Volume
centrifugado ressuspenso em relagio ao inéculo

200 mL 20 mL 10x

100 mL 20 mL 5x

50 mL 20 mL 2,5x

25 mL 20 mL 1,25x

12,5 mL 20 mL 0,625x

6,25 mL 20 mL 0,3125x

i) foi realizada uma inoculagdo a 10% (v/v) para cada concentra¢do de biomassa,

em triplicata, e a seguir, aliquotas foram retiradas para analises cromatograficas

(tempo 0 h), seguida da incubagdo, a estufa 38°C por 3h45min(tempo 3,75h),

quando novamente foram retiradas aliquotas para andlises cromatograficas a fim

de avaliar o consumo de sulfato ocorrido no periodo .

1ii) a avaliacdo do consumo de sulfato (concentra¢do de sulfato inicial — concentrag@o

de sulfato final) foi correlacionada com a populacdo inicial de bactérias (indculo).

5.3.1.3 Cinética do consumo de sulfato em condi¢bes padronizadas e com varia¢do de

biomassa de D. vulgaris em um periodo de 6h

Neste ensaio a cinética de consumo de sulfato foi avaliada para diferentes densidades

iniciais de D. vulgaris como in6culo em um periodo de 6 horas a 38°C. A concentragdo de

sulfato foi padronizada a 3000mg L™

O meio de cultura utilizado foi o0 DSMZ-63 sem sulfato ¢ sem ferro, esterilizado em

autoclave. A solucdo de sulfato (sulfato de sodio e sulfato de magnésio) foi preparada em

separado, aquecida até a fervura e em seguida foi esterilizada por filtragdo utilizando filtro

com membrana de 0,22 um. Adiconou-se a solu¢@o ainda quente no meio de cultura de modo
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. ~ . -1 .
que ao final o meio ficasse com uma concentracao padronizada de 3000 mg L. Neste ensaio

o volume do indculo foi padronizado a 10%.

O ino6culo com concentragdes diferentes de D.vulgaris foi preparado a partir do pré-
indculo conforme descrito no item 5.3.11. Este pré-inoculo continha uma populagdo estimada
de = 10’ bactérias/mL, baseando-se na curva de crescimento realizada no item 5.3.1.1. Logo
em seguida, foi realizada diluigdes decimais seriadas a fim de obter indculos com populagdes
de 10°, 10, 10°, 10° ¢ 10° para que ao inocular a 10% v/v essa populagdo inicial no meio de

cultura fossem obtidas concentracdes finais de 10% 10°, 10*, 10° ¢ 10® bactérias/mL.

O experimento de consumo de sulfato foi executado para cada indculo em triplicata
contendo determinada concentragdo de bactéria no meio DSMZ-63 ja com a concentracdo de

sulfato corrigida a 3000mg L. Em seguida efetuaram-se os experimentos conforme abaixo:

a) Foi feito indculo das bactérias, sendo cada concentragdo em triplicata;

b) O meio ficou em repouso por 1 hora e fez-se a retirada de aliquotas para efetuar
as contagens das bactérias pela técnica do namero mais provavel
(NMPINGRAHAM, 2011; FENG e WEAGANT, 2002), ver (APENDICEE E),
e pela técnica direta por microscopia de epifluorescéncia com DAPI (MEDAPI)
(KEPNER e PRATT, 1994). As mesmas amostras foram também submetidas as
analises de sulfato, por espectrofotometria e, de sulfeto por colorimetria;

c) As culturas em triplicata foram incubadas a 38°C e a 120 rpm por Sh;

d) As aliquotas foram retiradas, novamente, das culturas para as analises descritas
na alinea “b”;

e) Os dados foram tratados e os resultados avaliados.

5.3.2 Consorcio de amostra ambiental

O consorcio consiste na microbiota presente na amostra de agua produzida de um pogo
produtor de petroleo do recdncavo Baiano e da dgua coletada na foz do Rio Camarajipe da
regido Costa Azul da cidade Salvador- BA. Entretanto as amostras de 4gua produzida foram
de dois tipos: original (coletada e sem pré-tratamento de amostra) e; a pré-concentrada

(passada por um pré-tratamento).
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5.3.2.1 Cinética do consumo de sulfato por BRS em amostra de dgua produzida da indistria

de petroleo

A amostra de agua produzida (AP) foi coletada em 10 de abril de 2014 em um poco de
petréleo na regido do Reconcavo Baiano com historico de souring e imediatamente
acondicionada em recipiente de vidro ambar e contendo uma solu¢do constituida de 0,5%
Tiossulfato de sodio, 0,1% Sulfito de sédio e 0,1% Tween por volume de amostra para
neutralizar os biocidas usualmente empregados na inddstria de petroleo. O frasco contendo os
neutralizantes foi previamente esterilizado por autoclavacdo a 121°C por 20 minutos. Apds a

coleta, a amostra foi armazenada a 4°C e transportada ao laboratoério.

Para a realizagdo do ensaio de consumo do sulfato pela microbiota sulfetogénica
naturalmente presente na dgua produzida, inocularam-se, em triplicatas, diferentes volumes da
amostra em dois meios de cultura para BRS, o meio Postgate modificado (CARVALHO,
2010) (ANEXO B) e o meio DZMZ 63 (ANEXO A). Os meios de cultura (Postgate-
modificado e DSMZ-63) foram preparados em trés fatores de concentragdes (1,25x; 1,43x;
2x) e sem a presenca de ferro. ApoOs a inoculagdo, as culturas foram incubadas a 38°C por 4
horas. O experimento de consumo de sulfato foi executado para cada meio de cultura da

seguinte forma:

a) realizou-se inoculo de 20% v/v de 4gua produzida para o meio concentrado
1,25x, 30% v/v para o meio 1,43x e 50% v/v para o meio 2x. Sendo cada
concentragdo da inoculagdo feita em triplicata;

b) posteriormente, repousou os frascos por uma hora e retirou aliquotas dos frascos
inoculados para serem feitas as analises de contagem por NMP, MELA e
concentracdo de sulfato por cromatografia de ions;

c) apos retirada de aliquotas levou-se os frascos para serem incubados na estufa
incubadora a 38°C, 120rpm por 3horas;

d) apds o periodo de incubagdo, retirou as aliquotas para realizar as mesmas analise
descritas na alinea “b)”

e) enfim foi tratado os dados e comparado o consumo de sulfato com porcentagem
de indculos diferentes, como também a influencia de um meio de cultura

diferente.
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5.3.2.2 Cinética do consumo de sulfato por diferentes densidades de BRS crescidas em

consorcios obtidos de amostras ambientais

Esse experimento foi realizado com culturas de BRS isoladas de amostras ambientais.
Uma mistura de BRS foi obtida através da coleta no Rio Camarajipe localizado na regido
metropolitana de Salvador conhecida como Costa Azul. Esse rio recebe uma contaminagio
substancial de dejetos de esgoto doméstico (ROSSI et al., 2012) e, na sua foz no mar, este
rotineiramente exala um cheiro caracteristico de sulfeto indicando a presenca significativa de
BRS. A segunda cultura foi obtida através do isolamento de BRS presentes em agua
produzida de petrdleo (AP). Essas misturas de BRS, ou consorcios, foram mantidos em

laboratorio através de repiques a cada 72 horas em meio Postgate B.

A terceira mistura de BRS ambiental refere-se ao teste feito diretamente com a agua de
produgdo da industria de petroleo- agua produzida concentrada (AP-C). Como o objetivo de
avaliar o consumo de sulfato em curto periodo de tempo e o de indicar a densidade de BRS
nas amostras, foi testada uma amostra ambiental para qual essa técnica teria utilidade pratica.
Sabe-se da existéncia de BRS na agua de produgdo de petréleo, e a sua densidade ¢
rotineiramente avaliada através de métodos de cultivo. Juntamente com o método de cultivo,
amostras de agua de produgdo foram submetidas aos testes de consumo de sulfato. Para
padronizar o experimento, uma vez que a densidade de BRS nas amostras coletadas ¢
geralmente baixa (+ 100 celulas/ml), foi feito uma concentragdo prévia de células através de
centrifugacdo. Dessa forma, a densidade de BRS nas amostras de agua produzida foi
concentrada em 20 vezes. A centrifugacdo foi feita a 12857xG por 10min ¢ a 4°C. O
experimento de consumo de sulfato foi, portanto, executado para cada indculo citado da

seguinte forma:

a) realizou-se inoculo de 50% v/v de cada amostra (AP ¢ AP-C) para o meio de
cultura concentrado 2,08X,. Sendo cada inoculagdo feita em triplicata;

b) em seguida, os frascos ficaram em repouso por uma hora, quando entdo foram
retiradas aliquotas dos mesmos para serem feitas as analises de contagem por
NMP e concentragdo de sulfato por espectrofotometria (KOLMERT et al., 2000)

c) apos aretirada de aliquotas levou-se os frascos para serem incubados em estufa a

38°C e 120 rpm por 3horas;
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d) depois de incubadas, foram retiradas as aliquotas para realizar as mesmas
analises descritas na alinea “b)”;
e) Por fim, os dados foram tratados ¢ o consumo de sulfato foi comparado para os

dois inéculos com concentragdes diferentes (AP e AP-C) .

5.3.2.3 Compara¢do da cinética de crescimento entre o consorcio oriundo da dgua

produzida e a coletada no Rio Camarajipe

A cinética de crescimento das microbiotas de dgua do Rio Camarajipe - Costa Azul
(CA) e agua produzida (AP) foram realizadas a partir do processo de repique overnight e em
seguida avaliou o crescimento por NMP nos tempos Oh (T0), 5h (T5), 8h (T8), 15h (T15) para
AP e CA e 20h (T20) somente para (AP). O meio de cultura utilizado foi o Postgate-
modificado e o inéculo foi padronizado em 10%, a Figura 11 resume o procedimento

realizado.

Figura 11 - Esquema resumido da curva de crescimento da microbiota da amostra.
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Através do resultado da contagem por NMP foi plotado o grafico tendo nos eixos
Tempo x In populacdo e foi calculado os paramentros da curva conforme descrito no item

5.3.1.1 para as duas curva de crescimento.

5.3.2.4 Cinética do consumo de sulfato com varia¢do de biomassa microbiana de uma

amostra do rio Camarajipe

O experimento consistiu inicialmente no aproveitamento da populagdo microbiana
presente em cada amostra, ambiental de dgua do rio Camarajipe - Costa Azul (CA) e agua
produzida (AP) para avaliar o consumo de sulfato em cada populacdo inicial variada por

diluigdo seriada.

As amostras (CA e AP) que estavam armazenadas a 4°C foram colocadas a temperatura
ambiente por 10 min e inoculadas no meio de cultura Postgate-modificado e incubadas a 38°C
por 48horas. Apds o periodo de incubacdo foi realizado um repique, de cada cultura, em um
meio Postgate modificado novamente e, em seguida, foram incubadas por 12h. A partir dessa

cultura incubada, foi realizado um NMP para quantificar a populagdo microbiana.

Através dos resultados do NMP pos 12h foi possivel quantificar a populacdo e em
seguida fazer as diluigdes seriadas para obter amostras com populagdes: 104, 10°, 10°, 107, 10
cel/mL. Como o indculo sera de 10%, estima-se que a popula¢io microbiana passara para 10°,
10*, 10°, 10° ¢ 107 cel/mL no meio de cultura que serd avaliado o consumo de sulfato. As
amostras foram identificadas como, frasco mae (indculo com 14h de incubag¢@o)-FM, primeira
diluicdo do inoculo-1D, segunda diluicdo do indculo-2D, terceira dilui¢do do inoculo- 3D e
quarta dilui¢do do indculo-4D. Portanto foi avaliado o consumo de sulfato para cada
populacdo inicial de micro-organismos no meio de cultura DSMZ 63 com concentracdo de
sulfato corrigido para 3000mg L' e adigdo de Immol/L Na,S (sulfeto de sédio) em dois
periodos 1h ap6s o indculo —T1 e 6h apds indculo T6 com periodo de incubagdo entre 1h e 6h
a 120rpm a 38°C. A sequéncia experimental do consumo segue da mesma forma que descrito
nas alineas “a)” até “e)” do item 5.3.1.3, porém o tempo de incubagdo foi de 6h e as analises

restringiram-se em NMP e analise de sulfato por cromatografia.
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Contagem direta

A contagem direta por contagem por microscopia de epifluorescéncia foi realizada com

dois tipos de corantes seja laranja de acridina (MELA) ou DAPI (MEDAPI) os procedimentos

foram seguidos conforme descrito por Kepner e Pratt,(1994).

5.34

NMP

Para a realizacdo da contagem das células viaveis foi utilizada a técnica de nimero mais

provavel (NMP). O meio de cultura utilizado na técnica foi o Postgate-modificado. Este meio

¢ eletivo para as BRS e quando existe crescimento o meio passa a ficar preto devido a

formacdo do sulfeto de ferro (precipitado negro). O NMP baseia-se na técnica de dilui¢Ges

seriadas até o ultimo frasco que ndo apresenta crescimento. O NMP foi realizado em triplicata

para cada série de diluigdo e o fator de diluig¢do foi de 10x, isto €, o volume de indculo foi de

10% para cada dilui¢@o. O procedimento detalhado ¢ descrito na sequéncia:

1.

Com o auxilio de uma seringa estéril adicionar ImL do indculo em um frasco de
pecinilina da primeira dilui¢do (10™") contendo o meio de cultura especifico, seguir
com a mesma seringa para as réplicas;

Homogeneizar a amostra;

Posteriormente, com uma seringa estéril, retirar um 1mL do frasco (10) e injetar no
proximo frasco da diluigdo seriada (107), repetir esse procedimento até a ultima
diluicao;

Na ultima diluicdo retirar ImL com auxilio de uma seringa estéril e descartar a
aliquota.

Incubar a 38°C, por 28 dias;

O procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar ou zona asséptica do bico
de Bunsen,;

Para o padrdo de crescimento sdo considerados positivos os frascos que apresentarem

coloragdo negra.
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A leitura do NMP consiste na avaliagdo do nimero de frascos positivos (frascos com o
meio de cultura negro) das trés tltimas séries de triplicatas da dilui¢do e com um auxilio de

uma tabela, ver o procedimento detalhado em APENDICE E.
5.3.5 Determinacio de sulfeto por azul de metileno

A determinagdo de sulfeto foi realizada pelo método colorimétrico baseando-se na
forma¢do do azul de metileno como produto de reagdo (CARVALHO, 2010). O
espectrofotometro utilizado foi o Bio-Tek EL800 — do tipo Leitor de ELISA e o comprimento

de onda de 630nm. Um esquema resumido ¢ descrito na Figura 12.

Figura 12 — Esquema do procedimento para determinagdo de sulfeto
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5.3.6 Coloracao Gram

Para a caracterizacdo morfotitorial, foi utilizada a técnica de coloracdo de Gram a partir

de um kit fornecido pela empresa “Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda”.

As amostras analisadas foram preparadas em laminas de vidros e fixadas,
posteriormente submetidas a coloragdo utilizando os corantes na seguinte forma: violeta,
lugol, descorando com alcool acetona e posteriormente contracorando com fucsina (MAHON

e MANUSELIS, 1997).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE ANALISE DE ANIONS POR
CROMATOGRAFIA

Com a injecdo da solucdo estoque 17 anions (tungstato, sulfeto, fosfato, molibdato,
oxalato, sulfato, nitrato, nitrito, cloreto, piruvato, butirato, propionato, acetato, fluoreto,
formiato, succinato e citrato) foi possivel separar e identificar todos os anions. Nessa
separagdo, o tempo de corrida foi de 45 minutos, isto ¢, uma quantidade muito maior de
anions detectados e separados em um tempo de corrida menor quando comparado com o
método fornecido pelo fabricante, Figura 13, e outros autores (MILLER e SCHNUTE, 2012;
DOMINGOS et al., 2012; XIE et al., 2012). Uma boa reprodutibilidade do método foi
verificada, em todas as andlises, quando eram injetados os padrdes para construir a curva

analitica.

Figura 13 — Cromatograma com programa de gradiente, observado na reta inclinada e descrito
no eixo vertical direito, obtido pelo fabricante Dionex a partir da coluna AS11-HC, a
30°C e fluxo de ImL/min.
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6.1.1 Parametros analiticos

6.1.1.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através do diferencial entre os cromatogramas obtidos da
agua ultrapura e os obtidos da solucdo com os analitos. O resultado foi comparado com o
método proposto pelo fabricante no qual apresenta uma separagdo de sete anions, Figura 13,
como também a de outros autores Domingos, et al., (2012), 14 anions e Christison et al.,
(2011), 16 anions. O método desenvolvido foi muito seletivo, tendo pouco esptrio ou ruido
na linha de base durante a injecdo da dgua ultrapura, Figura 14, ¢ obtendo 19 picos, Figura 15.
A identificagdo dos picos de cada analito foi realizada através da avaliagdo dos outliers
induzida quando era adicionado uma quantidade maior do analito de (1000 ug L'l) interesse

para cada corrida cromatografica.

Figura 14 — Cromatograma da inje¢do de 4gua ultrapura utilizando o mesmo programa de
eluigdo desenvolvido neste trabalho.
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Entre os 19 picos obtidos, Figura 15, o pico n°11 com tempo de retengdo- tg= 19,81 min
corresponde ao carbonato gerado pelo sistema de supressdo de ions do equipamento. O pico
n°12 pode estar associado a espurio ou ruido e dentre os outros 17 picos, foram identificados
14 e os outros trés picos (n°4, n°10 e n°19) ndo foram identificados. Logo, desta forma ndo foi
possivel distinguir os anions succinato, formiato e o citrato ¢ possivelmente coeluiu com o

pico 9, Figura 15.
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Figura 15 — Cromatograma com padrdes para 17 analitos: 1 —Fluoreto-tz=8,18; 2- Acetato-
tg=9,09; 3 —Propionato-tz=10,40; 4 -ndo identificado-tz=11,40; 5 -—Butirato-
tg=12,73; 6 —Piruvato-tg=13,13; 7 —Cloreto-tg=15,25; 8 —Nitrito-tz=16,07; 9 —
Nitrato-tz=18,98; 10 —ndo identificado-tz=19,20; 11 —Carbonato-tz=19,81; 12 —
interferente-tg=20,46; 13 —Sulfato-tz=,20,86; 14 —Oxalato-tz=21,75; 15 —Tungstato-
tg=24,53; 16 — Molibdato —tx=25,98; 17 —Fosfato-tz=26,81; 18 —Sulfeto — tg= 28,14;
19 — ndo identificado —tz=30,06.

3,00

2,00

Conductivity [uS]

1,00

-0,25 — — T : T ——T— - : ——— —r—— .
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 41,5
Retention Time [min]

A identificacdo dos picos (sinais) sulfato e nitrato foram significativamente notaveis
quando comparado os cromatogramas da agua ultrapura com o da agua ultrapura + analito,
Figura 16. O método foi muito eficiente na separacdo entre esses dois analitos ndo
apresentando coelui¢cdo e tornando muito vidvel para as determinagdes em solucdes aquosas
realizadas neste trabalho de dissertagdo. A linha de base para o pico do sulfato representado
pela seta “C” da Figura 15 esta representada com um pouco de inclinacdo pois a concentragdo
medida é de 1000 pg L™ , valor abaixo do limite de quantificagio (1740 ug L™ ), Tabela 9. As

analises de sulfato foram realizadas com concentragdes acima do limite de quantificag@o.
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Figura 16 — Comparagdo entre amostras (padrdes) injetadas no CI. A- Padrdes com 17 anions
(analitos) a 100 pg L™, B- Padrdes a 100 pg L™ e nitrato a 1000 pg L™ (identificado
pela seta), C — Padrdes 100 ug L' e sulfato a 1000 pgL™ (identificado pela seta).
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6.1.1.2 Curva analitica, limite detecg¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Nesse trabalho foi determinada a curva analitica para cada espécie quimica
identificada no cromatograma com o auxilio do software Microsoft Excel®. Os valores do
coeficiente de correlacdo constatou que o método atende as normas de validacdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA para a maioria das espécies e para todas as
espécies detectadas, bem como atende a validagdo pelo Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia-INMETRO, Tabela 9.

Baseando-se na curva de calibrag@o para cada anion detectado, foram calculados os LD
e LQ de cada uma das espécies. Tal método ¢ muito sensivel para detectar oxalato, fluoreto e
fosfato apresentando valores para LD 19,8ug L™, 54,9ug L' e 62,7 pg L, respectivamente,

Tabela 9. O desvio padrio também foi verificado para os tempos de retencao.

Tabela 9 — Figuras analiticas para os 14 anions identificados por CI-condutividade

Coeficiente Desv.
Pico fons LD 1 LQ.1 Linearida’d .e_ de ~ t'.‘ Padrao
(ngLl’) (ngL™) curva analitica correlacio  (min)
®) t

1 Fluoreto 54,9 166,3 y =0,0008x — 0,0133 0,9991 8,18 0,103
2 Acetato 85,8 260 y =0,0002x — 0,0052 0,9893 9,09 0,083
3 Propionato  661,7 2005 y =0,0002x — 0,0401 0,9775 10,40 0,073
5 Butirato 739,2 2240 y =0,0001x — 0,0224 0,9775 12,73 0,043
6 Piruvato 306,9 930 y =0,0001x — 0,0093 0,9999 13,13 0,051
7 Cloreto 113,5 344 y =0,0005x — 0,0172 0,9992 15,25 0,025
8 Nitrito 169,4 5133 y =0,0003x - 0,0154 0,9994 16,07 0,055
9 Nitrato 127,1 385 y =0,0002x — 0,0077 0,9958 18,98 0,005
13 Sulfato 574,2 1740 y =0,0005x — 0,087 0,9957 20,86 0,009
14 Oxalato 19,8 60 y =0,0003x + 0,0018 0,9998 21,75 0,021
15 Tungstato 83,3 252,5  y=0,00008x + 0,0020 0,9995 24,53 0,022
16 Molibdato  716,1 2170 y=0,0001x + 0,0217 0,9984 25,98 0,008
17 Fosfato 62,7 190 y=10,0001x + 0,0019 0,9947 26,81 0,026
18 Sulfeto 591,3 1792 y=0,00005x + 0,0089 0,9922 28,14 0,021
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6.1.1.3 Curva de calibragdo, LD, LQ e faixa linear para o nitrato e sulfato

A curva de calibracdo do nitrato e sulfato foram obtidas por regressao linear e utilizadas
para a determinacdo das concentragdes de nitrato e sulfato nas analises do consumo pela D.

vulgaris, Figura 17.

Figura 17 — Curvas de calibragdo no CI: A- Nitrato; B- Sulfato.
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Os limites de detecgiio para o nitrato e sulfato foram, respectivamente, 0,127 mg L™ e
0,574 mgL" e os LQ 0,385 ¢ 1,74 mg L™, Tabela 10. A quantifica¢io das concentracdes das

amostras foi ajustada por dilui¢des a fim de serem determinadas acima dos LQ.

Tabela 10— Limites de detecgdo e quantificacdo de nitrato e sulfato por CI-condutividade.

fons LD (mg LY LQ (mg LY

Nitrato 0,12705 0,385
Sulfato 0,5742 1,74

A linearidade apresentada no método foi avaliada num intervalo de 95% e 105% para as

concentragdes de nitrato entre 2000-3500 ug L™ e para sulfato 2000-3500 pg L™, Figura 18.
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Figura 18 — Faixa linear entre 95% e 105%: A — Nitrato 2000-3500 pg L™'; B — Sulfato 2000-

3500 ug L™
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6.2 DETERMINACAO DE SULFATO POR ESPECTROFOTOMETRIA

Com os dados da absorbancia dos padroes de sulfato, verificou-se desvios elevados
entre 1 a 20mg L™, ver Tabela 11. A faixa ideal é onde ocorre menor desvio e apresenta boa
linearidade, 6tima faixa de dinamica linear compreende entre 40 ¢ 200 mg L' para os dois

espectrofotometros (1- Biospectro sp22 e 2- Hach Dr2500), ver Tabela 11 e Figura 19 .

Ao adotar a faixa de quantificacdo entre 40 ¢ 200 mg L' para o espectrofotometro 1, foi
obtido uma reta por regressdo linear, y=0,0052x-0,1022 , e coeficiente de correlagdo 0,9959,
sendo y= valor da absorbancia e x= concentragio em mg L', ver Figura 20. De forma
analoga foi obtido resultados semelhantes para o espectrofotdmetro 2, APENDICE H, isto
indica que as analises podem ser feitas pelos dois espectrofotometros e com 6tima correlagao.
Essa faixa foi utilizada, pois correspondia os menores valores de desvio padrdo entre as
triplicatas, Tabela 11, e uma faixa linear observada no grafico, Figura 19. Para andlises entre
300- 800 mg L' ¢ recomendado utilizar uma outra equacdo que melhor represente a curva
analitica garantindo a linearidade pois, nesta faixa, existe uma mudanca no coefiente de

inclinagao, Figura 19.
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Tabela 11 — Resumo dos resultados da concentracao de sulfato dos padrdes (1- 1000 mg L'l)
com seus respectivos desvios.

Absorbancia
Amostra Padrao R1 R2 trip]l)iii‘;os %
1 2 1 2 1 2 1 2
1 mgL'1 dionex 0,005 -0,001 0,017 -0,005 0,014 0,011 52,0  499,6
5 mgL_ldionex 0,011 0,011 0,006 0,007 0,006 0,005 37,7 39,8
10 mgL_ldionex 0,022 0,021 0,013 0,022 0,022 0,027 27,3 13,8
20 mgL'ldionex 0,039 0,033 0,078 0,080 0,040 0,046 1,8 23,3
20 mgL'lLab 0,124 0,115 0,041 0,033 0,048 0,042 11,1 17,0
40 mgL_ldionex 0,126 0,098 0,098 0,089 0,110 0,093 12,6 4,8
40 mgL_lLab 0,111 0,094 0,114 0,107 0,130 0,130 8,6 16,5
50 mgL'ldionex 0,142 0,142 0,149 0,135 0,142 0,130 2,8 4.4
50 mgL'lLab 0,147 0,131 0,153 0,139 0,150 0,138 2,0 3,2
70 mgL_lLAB 0,234 0,224 0,247 0,227 0,268 0,241 6,9 3.9
80 mgL_lLAB 0,307 0,281 0,303 0,288 0,317 0,288 2,3 1,4
100 mgL'1 LAB 0,427 0,401 0,403 0,373 0,415 0,380 2,9 3,8
120 mgL'lLAB 0,523 0,507 0,541 0,501 0,552 0,529 2,7 2,9
140 mgL_lLAB 0,655 0,625 0,652 0,627 0,658 0,629 0,5 0,3
150 mgL_lLAB 0,714 0,686 0,734 0,713 0,678 0,649 4,0 4,7
175 mgL']LAB 0,824 0,791 0,827 0,790 0,800 0,767 1,8 1,7
200 mgL'lLAB 0,910 0,892 0,884 0,873 0,920 0,895 2,1 1,3
300 mgL_lLAB 1,130 1,141 1,235 1,241 1,263 1,264 5.8 5,4
400 mgL_lLAB 1,412 1,461 1,368 1,388 1,361 1,378 2,0 3,2
500 mgL']LAB 1,494 1,522 1,606 1,583 1,615 1,685 4,3 5,2
700 mgL'lLAB 1,827 1,927 1,827 1,936 1,778 1,859 1,6 2,2
800 mgL_lLAB 1,870 1,993 1,884 1,990 1,947 2,049 2,2 1,7
1000 mgL_lLAB out 2,302 out 2,658 out 2,655 -- 8,1

Figura 19 — Valores de absorbancia para cada concentragdo de sulfato (1-800 mg L'l).

Espectrofotometro 1- Biospectro sp22.
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Figura 20 — Valores de absorbancia para cada concentragao de sulfato (40-200 mg L'l)
dentro da fixa linear de quantificagdo. Espectrofotometro 1- Biospectro sp22.
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6.3 CINETICA MICROBIANA

O conhecimento sobre a cinética das BRS (crescimento e consumo) € muito importante
para entender os mecanismos de producdo de sulfeto. A quantificagdo dessas bactérias até o
presente é pelo método convencional, NMP. Este método € confiavel e tem uma boa
sensibilidade, porém o resultado do ensaio emana muito tempo, pelo menos 15 dias (QI et al
2014), por isso, essa dissertacdo tem um objetivo de desenvolver um método mais facil e com
um resultado mais rapido a fim de conhecer a quantidade populacional e/ou comportamento

das BRS para que possa tomar as medidas nescessarias.

Para entender a cinética das BRS foram realizados ensaios com a cepa D. vulgaris
(referéncia em estudos de BRS) para compreender o comportamento perante aceptores de
elétrons diferentes como também espécies quimicas e meio que podem influenciar no
crescimento e consumo de sulfato e nitrato da cepa. Esse entendimento ajudou para delimitar
boas condi¢des (meio de cultura, concentracdo de espécies quimicas) para verificar consumo

de aceptor de elétrons.

Diante de alguns dados sobre o comportamento da cepa, foi necessario o ajuste de
outros paramentros (procedimentos de contagem, controle e o preparo de diluicdo e
concentragdo de indéculo, tempo de incubagdo) a fim de estabelecer um método em uma
condicdo Otima para que a cepa consumisse o aceptor de elétrons sem que houvesse
crescimento bacteriano. Essa estratégia segue os estudos de processos fermentativos na qual

determinada cepa ¢ submetida a uma condigdo de cultivo, o seu comportamento de
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crescimento ¢ consumo de metabolito é caracteristico ¢ pode ser reproduzido a fim de obter o

mesmo resultado, comumente conhecido como modelo de Monod (MONOD, 1949).

Neste trabalho a espécie consumida e avaliada nos ensaios foi o anion sulfato (aceptor
de elétrons das BRS). Este ion ¢ muito estavel em solucdes aquosas ao ser comparado com o
sulfeto (produto resultante do metabolismo das BRS). O consumo de sulfato foi relacionado
com a populacdo inicial (indculo), isto ¢, para cada populagdo de bactérias D. vulgaris foi
obtido um consumo diretamente proporcional e com isto foi estabelecido um modelo expresso
numa equacgao. A partir da equacdo ¢ possivel prever a populacdo de células viaveis baseando-

S€ no consumo.

6.3.1 D. vulgaris

6.3.1.1 Cinética de crescimento e de consumo de aceptores de elétrons (nitrato e sulfato)

por Desulfovibrio vulgaris

As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), quando ativas, reduzem o sulfato a H,S que

reage com o ferro presente no meio DSMZ- 63 gerando a coloragdo negra FeS) (Figura 21).

Figura 21 — A- meio de cultura Desulfovibrio DSMZ-63 autoclavado com indicativo de pouca
concentracdo de oxigénio; B - meio de cultura Desulfovibrio DSMZ-63
autoclavado com indicativo de auséncia de oxigénio; C- meio de cultura
Desulfovibrio DSMZ-63 apo6s crescimento de BRS.

Através da curva de crescimento Desulfovibrio vulgaris em meio DSMZ- 63 foi

possivel avaliar o crescimento das bactérias e verificar que em menos de 12 horas com
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inoculo a 1% (v/v) e incubada a 38°C, a cultura D. vulgaris ja alcancou o fim da fase
exponencial. Nessa fase, o0 meio de cultura apresentou uma populacdo de aproximadamente
2x10” células/mL por contagem direta (Tabela 12 e Figura 22). O aumento do valor de
densidade otica apds 12h de crescimento da D. vulgaris pode estar associado com a producdo

de biopolimero ou substancias que influenciam positivamente na absorbancia.

Tabela 12- Valores obtidos na curva de crescimento (contagem direta por MELA , DO versus
tempo de crescimento) Desulfovibrio vulgaris em meio Desulfovibrio-Broth

(DSMZ-63).

Amostra  Tempo(h) DO Células/mL
TO 0 0,015 1,69E+06
T3 3 0,018 1,12E+08
TS 5 0,0655 6,86E+08
T8 7 0,0645 1,36E+09

T10 10 0,0995 1,66E+09
T12 12 0,112 2,20E+09
T16 16 0,1355 1,86E+09
T24 24 0,211 3,63E+09
T36 36 0,224 3,51E+09

Figura 22 — Curva de crescimento (contagem direta, DO versus tempo de crescimento)
Desulfovibrio vulgaris em meio Desulfovibrio-Broth (DSMZ-63), (@) Contagem
por Microscopia de epifluorescéncia com laranja de acridina, (#) Densidade otica
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O tempo de geracdo de = lh foi calculado a partir da fase exponencial observada na
contagem direta entre o periodo de 3- 7h de incubacdo, Tabela 13. Para esse mesmo periodo,
o coeficiente de crescimento especifico ¢ de 0,62 h™'. Os pardmetros foram avaliados através
da contagem direta, pois pela densidade Otica houve um outlier no tempo de “7h” que
compreendia a fase exponencial (3-7h). O periodo entre 5-10h também foi avaliado, porém o
resultado ndo pode ser considerado, pois corresponde a fase de desaceleracdo ou fim da fase
exponencial (TORTORA et al., 2012; MADIGAN, 2010), apresentado um tempo de geracao
maior (4h) e um coeficiente de crescimento muito menor (0,17 h™") em relagio ao periodo de

3-7h.

Nesta curva de crescimento foi possivel correlacionar os dados da contagem por MELA
com os dados obtidos da DO, e obter um grafico com um “R*=0,956” ¢ a equagdo
“y=6.10""x + 0,0116”, sendo “y” correspondendo a populacio de bactérias (D. vulgaris) em
cel/mL e “x”como a DO, ver Figura 23. O intervalo de tempo utilizado para plotar o grafico

dessa correlacdo foi entre 0-36h da curva de crescimento.

Tabela 13- Pardmetros cinéticos para a curva de crescimento de D.vulgaris em meio DSMZ-63
a 38°C, sendo N= populacdo final e N,= populagao inicial.

Fase N (10° x N, (10° x Tempo Coeficiente de crescimento
crescimento Células/mL) Células/mL) geraciio- g especifico- p(h™)
3-7h 111,84 1363,2 1h7min 0,62

Figura 23— Correlagdo entre contagem por microscopia de epifluorescéncia com laranja de
acridina (MELA) versus Densidade o6tica (560nm).
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Através dessa correlagdo o limite de deteccdo da DO para essa cultura de D. vulgaris foi
calculado conforme a Equacdo 2 e estd descrita na Tabela 14. Esse limite de detecgdo esta

relacionado ao equipamento espectrofotometro HACH DR-2500.

Tabela 14- Valores do limite de detec¢@o para a DO560 de D. vulgaris em meio DSMZ-63

Limite de detec¢io — LD
(Células/mL) Sinal (absorbancia)

6,38 10° 0,050

Essa curva de crescimento foi realizada para avaliar o comportamento da D. vulgaris no
meio, DZMZ-63. Este meio de cultura foi escolhido, pois ¢ o mais indicado (colecdo de

cultura DSMZ) para desenvolvimento dessa cepa.

Para as outras curvas de crescimento, comparou-se o crescimento da D.vulgaris em
quatro tratamentos diferentes modificando o meio Desulfovibrio (DSMZ-63): i) comparando
o efeito do nitrato em meio contendo sulfato, T1 (sulfato) e T2 (sulfato + nitrato); ii)
comparando o efeito do acréscimo de cloreto (efeito osmotico) em meio com sulfato, T1
(sulfato) e T3 (sulfato + acréscimo de cloreto); iii) comparando o efeito do sulfato em meio
com presenca de nitrato, T2 (Sulfato e nitrato) e T4 (nitrato). A concentracdo de nitrato foi
aproximadamente Smmol L' para os dois tratamentos (T2 e T4), pois essa € a comumente

utilizada nas inje¢des nos pogos de petroleo (DAVIDOSA et al., 2001).

i) O efeito do nitrato nas culturas influencia no crescimento da D. vulgaris como
também no metabolismo de consumo de sulfato. A populacdo da bactéria no meio com
tratamento T1 chegou a fase estacionaria com aproximadamente 2 x 10°cel/mL e em T2 foi 4
X 109ce1/mL, isto ¢, uma concentracdo de aproximadamente SmM de nitrato no meio
propiciou o dobro do crescimento de D. vulgaris até a fase estacionaria, ver Figura 24. Ao
avaliar o tempo de geragdo (g) das células para T1 e T2 verificou-se que o nitrato diminui a
velocidade de crescimento, tendo em T1 = g=1h, ¢ em T2 - g=1h 40min, ver Tabela 15.
Como também o coeficiente de crescimento especifico ¢ menor em presenga de nitrato, sendo
em T1 Du= 0,74h" ¢ em T2 S>p=0,42h"", Tabela 16. O consumo de sulfato em T1 foi de
33mg L'h" e em T2 foi de 2 mg L™ h™', Tabela 16. Logo o nitrato retarda o consumo de
sulfato como também o crescimento das células, porém a populacdo dessa bactéria na fase
estacionaria ¢ o dobro em relagdo ao meio com tratamento sem nitrato, considera-se que ao

esgotar o nitrato no meio, havera um grande consumo de sulfato e conseqiientemente uma alta
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producdo de sulfeto devido a alta atividade dessas bactérias. Portanto, a adi¢do de nitrato inibe
o consumo do sulfato, pois, essa cepa tem a capacidade de utilizar o nitrato como aceptor final

de elétrons.

Figura 24 — Curva de crescimento Desulfovibrio vulgaris em meio Desulfovibrio-Broth
(DSMZ-63) com diferentes tratamentos (concentragdes sulfato, nitrato e cloreto):
T1- 3000 mg L [sulfato] , 800 mgL" [CI] e auséncia de nitrato; T2 — 3000
mgL™"' [sulfato] , 800 mgL™" [CI7] e 320 mgL"' [NO;] (25mM); T3 — 3000 mg.L"
[sulfato] , 1000 mgL™ [CI] (acréscimo de =5mM) e sem nitrato; T4 — ausente de
sulfato, 1600 mgL™ [CI], 360 mgL"' [NO;] (=5,5mM).
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ii) Avaliando a curva de crescimento € possivel inferir que o tratamento com adi¢do de
cloreto, T3, ndao favoreceu o crescimento microbiano em relacdo ao tratamento T1 (meio
DSMZ), tendo tempo de geragdo g=2h10min > T3 e g=1h - T1, Tabela 15, e os coeficientes
especificos p=0,34 h'>T3 e u=0,74 h'> T1, Tabela 16, assim como, contribuiu para um
menor consumo de sulfato (16mg L'h™") nas primeiras horas da curva de crescimento, Tabela
16. Apesar de o cloreto influenciar no metabolismo dessas bactérias, elas conseguem ficar
metabolicamente ativas, porém com um rendimento menor. Essa tolerancia ao cloreto também
foi descrito por Zhou, 2013 para essa mesma bactéria em que, ao ser submetida a um estresse
salino comeca a se adaptar. Na adaptacdo as células comegam a expressar genes que permite

acimulo de solutos orgédnicos osmoprotetores (glutamato, glutamina, glicina e glicinabetaina)
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o aumento da fluidez da membrana, diminui¢do da motilidade celular, maior poténcia para

exclusdo de ion de sodio € aumento do metabolismo da célula (ZHOU et al., 2013).

Tabela 15- Parametros cinéticos para as curvas de crescimento de D.vulgaris em meio DSMZ-

63 a 38°C com diferentes tratamentos.

Tratamento Fase Tempo
(mg L) crescimento  geracao—g
T1- [Sulfato]=3000 5—10h Ih
T2- [Sulfato]: 3000 + 5 —10h 1h40min

[Nitrato]= 320

T3- [Sulfat0]= 3000 +[C1_ 5-10h 2h10min
1=1000
T4- [Nitrato]=360 5—10h 5h15min

iii) Observa-se que no tratamento T4 meio DSMZ sem sulfato e com 5mM de nitrato,
apresenta um decréscimo da populacdo bacteriana apds 10 horas de crescimento, assim como
em T2, apés 12h de crescimento, Figura 24. Essa diminui¢do da populagdo esta relacionada
com o consumo de nitrato e formagao de nitrito gerado pelo seu metabolismo (detectado pelo
CI porém ndo apresentado nesse trabalho). O consumo do nitrato para esse tratamento ¢
verificado entre 5-10h com uma taxa de =22mg L'h™", Tabela 16. Essa cepa reduz o nitrato
devido a presenca da enzima nitrato redutase. O nitrato ¢ um 6timo aceptor de elétrons em
comparacdo ao sulfato, o seu alto potencial de reducdo (mais positivo) favorece o
fornecimento energético para a célula e por isso que, mesmo em presenca de sulfato,
tratamento T2, ha um consumo de nitrato pelas D. vulgaris =33 mg L', Figura 25 ¢ Tabela
16. Sabe-se que o nitrito e os derivados da redug¢do do nitrato sdo toxicos para as BRS por
dois fatores: inibicdo da enzima dissimilativa sulfito redutase — Dsr e; morte devido a
presenca de 6xido nitroso no meio (ALASVAND et al.,2014). A populagdo em T2 e em T4
sd0 muito proximas, em torno de 4 x 10°cel/ mL porém o tempo de geragdo sdo diferentes,
g=1h 40min em T2 e g=5h 15min em T4, Tabela 15, novamente ¢ verificado que o nitrato
retarda, aumentando, o tempo de geracdo das bactérias. Também foi verificado que o meio
contendo nitrato na auséncia de sulfato (T4) possui um consumo de nitrato menor (22 mg L

'h") em relagio a T2 (33 mg L'hh.
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Figura 25— Comparagio do consumo de SO,” por D. vulgaris em trés condigdes distintas: T1 —
meio DSMZ, 3000 mg.L'1 [SO,”]; T2 — meio DSMZ e 5mM [NO;] ; T3 — meio
DSMZ com acréscimo de SmM [CI-]; T4 meio DSMZ sem sulfato e com nitrato a
= 5,5mM. Assim como, comparac¢do do consumo NO; para T2 e T4.

3200 1 700
1 --@--T1 [5042-]
3000 1 600 @ T2 [s042-]
] — & — T3 [S042-]
2800 71 900 g 712 [NO3
i —»— T4 [NO3-]
2600 - 400
%, 2400 1300 =
oo ] €
£ 00 200 ~
52000 10 2
0, _
1800 ' ' ' ' ' ' ' ' 0
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (h)

O consumo de sulfato e nitrato pode ser verificado com mais detalhe no APENDICE A.
A Tabela 16 foi construida a partir dos dados obtidos nas curvas de crescimento
apresentados na Figura 24. Os valores de coeficiente de crescimento foram calculados pelo
coeficiente angular da reta, resultante da regressdo linear de “In da populagdo (cel ml™) de D.

vulgaris” pelo “tempo de crescimento” para cada tratamento na fase exponencial entre 5-10h.

Tabela 16 — Parametros cinéticos comparando o crescimento de D. vulgaris em quatro
condigdes distintas e os respectivos consumos de sulfato e nitrato.

Coeficiente de Fase d Consumo Consumo P laca
Tratamento crescimento a§e ¢ SO42' entre NOj; entre ?I?u agao
1 . crescimento Inicial-final
(mg L) especifico - (h) 5-10h 5-10 horas (células mI™)
u(h™) (mgL'h") (mgL'h™)
7
T1- [Sulfato]=3000 0,74 5-10 33 e ‘;’66 11(())9_
T2-[Sulfato]= 3000 + 3,5.10% -
[Nitrato]= 320 0,42 >-10 2 33 2,7 10°
T3 [Sulfato]= 3000 + 3,9. 10%-
[CI']=1000 0,34 >-10 16 oo 2.10°
. 3 2. 10°-
T4 [Nitrato]=360 0,13 5-10 - 22

4.10°
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Ao avaliar o coeficiente de crescimento especifico da D. vulgaris para os quatro
tratamentos observam-se valores em ordem decrescente de T1 a T4, ver Tabela 16. Nota-se
que a adig@o de cloreto no meio sem nitrato (meio- T3) reduz pela metade o coeficiente de
crescimento, como também o consumo de sulfato, em comparagdo ao meio T1, Tabela 16. Tal
conseqiiéncia pode ser explicada pelo efeito osmatico na célula, isto ¢, a alta concentracao de
sal no meio externo desidrata mais as c¢lulas influenciando no seu metabolismo.

A taxa de consumo de nitrato pela D. vulgaris foi menor (22mg L' h'l) para o meio
somente com nitrato (T4) em relagdo a taxa (33mg L h") para o meio com sulfato e nitrato
(T2) , isto ¢, apesar da bactéria consumir o sulfato (utilizando como aceptor de elétrons) a 2
mg L™ h™, ela consome o nitrato (aceptor de elétrons mais energético) a uma taxa maior que
se estivesse no meio com somente nitrato, ver Tabela 16. Tal resultado indica que o sulfato,

quando presente nessas concentragdes, influencia no consumo de nitrato.

6.3.1.2 Cinética do consumo de sulfato em amostras padronizadas com varia¢do de

biomassa inicial de D. vulgaris

Este foi o primeiro ensaio a fim de correlacionar a biomassa de D. vulgaris com o
consumo de sulfato no tempo de 3h e 45 minutos. O tempo foi escolhido com base na Tabela
15 descrito no item 6.3.1.1 a partir de um valor abaixo da fase de crescimento (5-10h) e onde

observa-se um consumo de sulfato significativo.

O tempo de incubag@o curto ¢ importante, pois o crescimento microbiano interfere na
relagdo densidade de biomassa versus consumo de sulfato correspondente a essa biomassa
(Modelo de Monod). Portanto, observou-se que o tempo ideal esta apos o periodo de

adaptacdo ao meio de cultura e antes do inicio da fase de crescimento (fase lag).

Para obter a variacdo inicial de biomassa foi utilizado uma cultura de D. vulgaris
contendo 2,9x10°cel mL™(0.D. de 0,178) que foi centrifugada para ser ajustada a uma maior
densidade celular e dilui¢des para obter menor densidade celular, Tabela 17.

De acordo com os ensaios, foi determinada a concentragdo de sulfato antes da incubagdo
(tempo zero) e apos incubagdo (3,75h). Essa concentracdo de sulfato foi calculada por
cromatografia de ions e a curva analitica dos padrdes teve uma correlagdo de “0,99”. O

consumo de sulfato de cada tratamento esta resumido na Tabela 18.
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Tabela 17 - Relagdo entre tratamento, densidade otica e densidade bacteriana.
D.0560 Densidade bact.

Tratamento (u.2) (cel mL'l)
10x 0,23 3,81E+09
5x 0,15 2,44E+09

2,5x 0,09 1,41E+09
1,25x 0,08 1,24E+09
0,62x 0,06 9,01E+08
0,31x 0,04 5,59E+08

Tabela 18 — Concentragdes iniciais e finais para cada dilui¢do do in6culo.

Concentracio sulfato (mg. L'l) em cada diluicio indculo

Tempo (h)
10x 5x 2,5 1,25 0,62x 0,31X
0 19047 21172 1783.6 17663 1724.9 19237
3,75 18852 20337 19245 20562 19782 2076,0
Consumo de 5.2 223 37.6 773 67.5 -40.6

SO (mg L' )

A tabela 18 mostra que o consumo de sulfato so6 foi significativo para os tratamentos de
10x (populagdo de 3,81E+09) e 5x (2,44E+09), tendo valores negativos para os outros
tratamentos. Estes valores negativos indicam que a concentragio de SO,* apos 3,75h é maior
que a concentracdo no tempo Oh. Além de problemas técnicos de manuseio, tal fendmeno
pode também estar associado a oxidacdo do sulfeto para sulfato (SARTI, 2007), devido ao

processo de centrifugacdo e o baixo consumo de sulfato nesse periodo de avaliacao (3,75h).

Por causa do descrito acima o método foi reavaliado e os experimentos posteriores
foram realizados com algumas alteragcdes: i) foi evitada a centrifugacdo no processo de
concentragdo das amostras para ndo permitir maior oxigena¢do no meio; ii) foi avaliado o
tempo de consumo de sulfato em um tempo maior de incubacgdo (4h e 5h); iii) foi realizado o
teste de consumo de sulfato para dois meios diferentes (Postgate-modificado e DSMZ-63); iv)
foi realizado um ensaio com concentracdo maior de sulfato (3000 mg L") e inoculando
solugdo fervente através do filtro 0,22pm apds autoclavagdo do meio de cultura afim de

evitar variagdo da concentragdo do sulfato e evitar oxigenagao.
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6.3.1.3 Cinética do consumo de sulfato em condi¢des padronizadas e com variagdo de
biomassa de D. vulgaris em um periodo de 6h

Nesse ensaio foi modificado o tempo de incubagdo, o procedimento de preparo do
inoculo (variacdo da populagdo), mas, padronizou-se a concentragdo de sulfato para que este

ndo seja um fator limitante no experimento.

A populacdo de D. vulgaris foi quantificada por NMP e o consumo de sulfato foi
avaliado entre um periodo de 1h e 6h apos o indculo. Nesse periodo de incubagdo de 5h a
38°C, portano, foi medido crescimento celular e consumo de sulfato para cada cultura com

diferente biomassa como inoculo inicial.

O preparo do inoculo foi modificado para diluigdo seriada, pois a centrifugagdo nao
correspondeu com os resultados esperados em outros experimentos. A concentracdo de
sulfato foi padronizada a um valor de 3000 mg L™, semelhante a concentragio de sulfato da

agua do mar que ¢ injetada em pogos de petroleo.

NMP foi realizado em todas as culturas para verificar a densidade celulardos indculos
(102, 10°, 10%, 10°, logcel/mL). Os valores de densidade obtidos através do processo de
diluicdo a partir de uma cultura de 10° de D. vulgaris foi o que mais se aproximou ao

esperado (meio DSMZ-63), ver Tabela 19 e 20.

Tabela 19 — Resultado da leitura do NMP com diluigo seriada de 10x em triplicata para cada
populagdo estimada de D.vulgaris. Estabilizacdo apos 5 dias a 38°C em meio
DSMZ-63 e leituras realizadas até 13 dias.

NMP- Desulfovibrio vulgaris

LEITURA DAS CULTURAS

Diluigdo  T1 T1 T1 T1 T1 T6 T6 T6 T6 T6
10 10° 10" 10° 100 10 10° 10 10° 10®

10" +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ A+
10”2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ A+
10° +-- +++ +++ +++ +++ ++- +++ +++ +++ +++
10 NHD +-- +++ +++ +++ NHD +-- +++ +++ +++

10° NHD NHD +-- +++ +++ NHD NHD +-- +++ +++

10° NHD NHD NHD ++- +++ NHD NHD NHD ++- +++

10”7 NHD NHD NHD NHD +++ NHD NHD NHD --- +++

10 NHD NHD NHD NHD +++ NHD NHD NHD NHD +++

10° NHD NHD NHD NHD +-- NHD NHD NHD NHD ++-
+ Frasco positivo, - Frasco negativo, NHD Nao houve dilui¢do.
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Com este experimento também foi possivel verificar que neste intervalo de tempo de 6h
apos inoculacdo, ndo foi verificado uma variagdo significativa da densidade celular, ou
melhor, ndo ocorreu crescimento significativo entre as populagdes 10°,10* e 10° cel/mL, ver
Tabela 21. A populagio de 10° cel/ mL houve pequena variagio de 540 NMP cel/ mL ¢ a

populacdo de 10° cel/ mL apresentou uma variagio de 5,4. 10° cel/mL, ver Tabela 21.

Tabela 20 — Resultado do NMP com diluicéo seriada de 10x em triplicata para cada populagéo
estimada de D.vulgaris.

NMP- D. vulgaris

Combinacio de Valor NMP
Amostras

tubos positivos (células/ mL)
T1 107 3-3-1 4,6x10°
T1 10’ 3-3-1 4,6x10°
T1 10* 3-3-1 4,6x10°
T110° 3-3-2 1,0x10°
T1 10° 3-3-1 4,6x10°
T6 10 3-3-2 1,0x10°
T6 10° 3-3-1 4,6x10°
T6 10* 3-3-1 4,6x10°
T6 10° 3-2-0 9,3x10°
T6 10° 3-3-2 1,0x10°

Tabela 21 — Resultado do NMP para populagdo de D. vulgaris no tempo de 1h-T1 apds indculo
e o tempo de 6h —T6.
Populacgio de D. vulgaris por NMP cel/mL
Etapa Identificacio
10° 10° 10 10° 10°
T1 4,6E+02 4,6E+03 4,6E+04 1,0E+06 4,6E+08
T6 1,0E+03 4,6E+03 4,6E+04 1,0E+06 1,0E+09

Diferenca 540 0 0 0 5,4E+08

A técnica utilizada para medir sulfeto ndo gerou valores confiaveis (de 0 mg L") exceto
para a cultura com populacdo de 10® cel/ mL, ver Tabela 22 . Tal fato pode ser explicado, pois
os valores [S*] estava proximo do limite de deteccio do método e ndo foi possivel verificar
variagdo da concentragio de sulfeto. E importante salientar que o sulfeto é um composto
muito volatil em pH proximo ou abaixo do neutro, condi¢des da cultura, e muito pode ter sido

perdido durante o processo de manipulagdo. Por isso, a determinacdo de sulfeto ndo ¢ um
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parametro eficiente para avaliar a cinética de BRS. Este gas possui uma solubilidade maior

quando o pH do liquido ¢ maior que o valor de 8.

Tabela 22 — Resultado da concentragdo de sulfeto e producao para cada populagdo da cultura de
D. vulgaris. Determinacdo de sulfeto por espectrofotometria e coeficiente de
correlagdo de 0,98.

Leitor de ELISA - Bio-Tek EL800-

Tempo Concentracao de sulfeto (mg L'l)
apos Culturas
inéculo 10> 10° 10° 10° 10°
T1 6,5 8,2 9,6 9,9 36,2
T6 6,4 6,2 7,5 9,0 120,5
Diferenca o, 5, 51 09 843
5h
Producao

mgL'h' 00 -04 -0,4 0,2 16,9

A concentracdo de sulfato foi determinada por dois espectrofotdmetros 1 e 2,
respectivamente, Biospectro- sp22 e Hach- Dr2500. Ao avaliar essa concentracdo das culturas
de D. wvulgaris com o espectrofotdmetro 1, constata-se a variacdo de sulfato e

conseqiientemente o consumo de sulfato para todas as culturas do experimento, ver Tabela 23.

Tabela 23 — Resultado da concentrag@o de sulfato para cada populagdo da cultura de D. vulgaris
no tempo 1 e 6h e o consumo por hora.Determinacdo de sulfato com o
Espectrofotometro 1 - Biospectro sp22.

Espectrofotometro 1 =Biospectro sp22

Tempo Concentracao Sulfato (mg L'l)
apos Culturas
inéculo 10 10° 10* 10° 10°
T1 3782,2  3779,8 40282 3770,2 3380,8
T6 3729,3  3719,7 3935,3 3568,3 30683
diferenca 5,5 61 929 2019 3125
em Sh
Consumo
e Lt 10,5 12,0 18,5 40,3 62,5

A Tabela 24 mostra os valores calculados para construir o grafico da Figura 26, em que
mostra a correlacdo entre densidade celular de D. vulgaris (expressa em valores de logaritimo

neperiano) com o respectivo consumo de sulfato (mg/L) como prevé o modelo de Monod (R*
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de 0,98 e funcdo linear y= 4,5398x -26,702). Os resultados obtidos com o experimento
contendo o indculo inical de 10* cel/mL ndo foram incluidos no grafico. Nesse experimento a

baixa concentragdo celular resultou em grande variagdo no consumo de sulfato.

Tabela 24 — Dados da populagdo de D. vulgaris por NMP, In da populagdo e consumo de
sulfato utilizando o Espectrofotdmetro 1 (Biospectro sp22).

Populagdo In Consumo SO4”~
(NMP cel/ mL) populacio (mg L'hh
4,60E+02 6,1 10,6
4,60E+03 8,4 12,0
4,60E+04 10,7 18,6
1,00E+06 13,8 40,4
4,6E+08 19,9 62,5

Figura 26— Correlagdo entre o In da populagio D. vulgaris versus consumo de sulfato
utilizando o Espectrofotometro 1 (Biospectro sp22).

70,0 -

60,0 |
y =4,5398x - 26,702

0,0 R? = 0,979

40,0 |
30,0

20,0

Consumo sulfato (mg L*h)

10,0 +

0'0 1 1 1 1 J
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
In (populagdo bacteriana NMP cel/mL)

Comparando-se os mesmos resultados de consumo de sulfato para o espectrofotdometro
2, Hach Dr2500, observou-se valores diferentes dos obtidos com o espectrofotometro 1,
Tabela 23 ¢ 25. Por outro lado, embora os valores tenham sido diferentes, a correlacdo medida
pela funcdo linear foi idéntica a obtida com o espectrofotometro 1 (y=4,54x — 26,70). O
coeficiente de correlagdo, no entanto, foi mais baixo, 0,8525, ver Figuras 28 e 29, tal
correlagdo esta associada a baixa estabilizagdo do equipamento durante as analises. Portanto o
equipamento 1 - Espectrofotometro Biospectro sp22 apresentou melhor eficiéncia para este
trabalho.
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Tabela 25— Resultado da concentrag@o de sulfato para cada populagdo da cultura de D. vulgaris

no tempo 1 e 6h e o consumo por hora. Determinacdo de sulfato com o
Espectrofotdmetro 2- Hach Dr2500.

Espectrofotometro 2= Hach Dr2500

Tempo Concentracio Sulfato (ppm)
apos Amostras
inéculo 102 10° 10* 10° 10°

T1 3850,5 3818,6 4079,2 3816,2 33554
T6 3759,8 3764,7 4010,6 3571,1 3061,3

giferencay ) 53,9 68,6 2451 2941
em Sh
Consumo
me L1 18,1 10,8 13,7 49,0 58,8

Tabela 26 — Dados da populacdo de D. vulgaris por NMP, Ln da populagdo e consumo de
sulfato utilizando o Espectrofotdmetro 2- Hach Dr2500.

Consumo no

Populagio In Espectrofotometro 2

(cel/ mL) populacio

(mg L' h™)
4,60E+02 6,1 18,1
4,60E+03 8,4 10,8
4,60E+04 10,7 13,7
1,00E+06 13,8 49,0
4,6E+08 19,9 58,8

Figura 27— Correlagdo entre o In da populagdo D. vulgaris versus consumo de sulfato
utilizando o Espectrofotémetro 2- Hach Dr2500.

Consumo sulfato (mg L'*h?)

y =4,5186x - 26,707
R?=0,8525

0,0

5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
In (populagdo bacteriana NMP cel/mL)
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Esse experimento demonstra que, em condi¢des padronizadas de sulfato e fonte de
carbono, ¢ possivel quantificar a densidade celular de D. vulgaris apenas através da medida
do consumo de sulfato. Tal método de quantificagdo pode ser realizado utilizando um
espectrofotometro para as determinagdes de sulfato, assim como, utilizando um cromatografo
de ions. O peridodo necessario para realizar toda a andlise, incluindo o cultivo, ¢ de
aproximadamente 12h. Portanto, este método ¢ o mais rapido ja descrito na literatura para
quantificagio de D. vulgaris. Esse método funciona em uma faixa populacional entre 10° a

10® cel/mL.

6.3.2 Consorcio de amostra ambiental

6.3.2.1 Cinética do consumo de sulfato por BRS em amostra de dagua produzida da industria

de petroleo

O experimento do item 6.3.3 foi repetido alterando o in6culo, ou seja, esse experimento
visou avaliar o consumo de sulfato de uma microbiota de BRS presente em agua produzida
coletada. O volume do indculo foi variado a fim de verificar qual o volume ¢ melhor para ser
trabalhado como método de quantificacdo de BRS em amostras de agua produzida. Foi
adicionado o ensaio com o outro meio de cultura (Postgate-modificado) para comparar o

melhor desempenho de consumo das BRS dessa dgua nos dois meios de cultura.

Adotou-se um tempo de uma hora de repouso apos a inoculagdo para que as bactérias

presentes no inodculo pudessem se readaptar ao meio de cultura onde foram inoculadas.

A populacdo de micro-organismos presente nos meios (DSMZ-63 e Postgate-
modificado) apds o inoculo de dgua produzida contados por MELA foi de aproximadamente
10* cel/mL. Considerando as fragdes de indculos como 50%, 30% e 20% estima-se que para a
populagio de 100% (4gua produzida coletada), a populagio ¢ entre 1,5 -2 x10%, porém, é

possivel que nem todas as células sejam viaveis, ver Tabela 27 e 28.

A populagdo viavel das BRS e a total bacteriana na agua produzida foram calculadas
através das técnicas de NMP e MELA, respectivamente. Sabendo-se que com 50% de
inoculo (dgua produzida) resultou em 4 células NMP/mL para os dois meios de cultura

estudados, entdo a populacdo de BRS na agua produzida era em torno de 8 células NMP/mL,
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ver Tabela 27 e 28. Essa populag@o de células viaveis registrada no experimento ¢ menor que
a contagem por MELA e tal resultado sugere que durante as condi¢des de armazenamento e
manipulacdo foi perdida uma grande parte desta populagdo. Acredita-se que a populagdo
resultante possa vir a ser as células mais resistentes a oxigenagdo do meio e a condicdes

nutricionais limitantes, caracteristicas da agua produzida.

Tabela 27 — Comparagdo das duas contagens (direta ¢ NMP) da populagio de micro-
organismos presente no meio de cultura DSMZ-63 no tempo 1h (T1) e tempo apos
3h de incubagdo a 38°C (T4) e com volumes variados (20, 30 e 50% v/v) de
inoculo (agua produzida).

Meio de cultura Desulfovibrio DSMZ-63

Técnica T420% T430% T450% T120% T130% T150%

Contagem 5, x10*  32x10°  21x10*  26x10°  8x10°  16x10°
direta
Contagem ) ) 9 - - 4
NMP/mL

Tabela 28 — Comparacdo das duas contagens (direta e NMP) da populacio de micro-
organismos presente no meio de cultura Postgate-modificado no tempo 1h (T1) e
tempo ap6s 3h de incubagdo a 38°C (T4) e com volumes variados (20, 30 e 50%
v/v) de inéculo (agua produzida).

Meio de cultura Postgate-modificado

Técnica T420% T430% T450% T120% T130% T150%

Contagem

direta 1,6 x10*  35x10*  29x10* 1,6x10* 1,3x10*  1,0x10*
(cel/mL)

Contagem i 4 i 4 i 4
NMP/mL

Para a avaliacdo da cinética de consumo de sulfato foi quantificado a concentragdo de
sulfato no tempo de 1h apos o indculo e no tempo de 4h, ou seja, aliquotas retiradas apos o
inoculo e incubada por 3h. A Tabela 29 resume esses valores para o meio DSMZ. Podemos
observar que para o indculo de 20% nao houve consumo de sulfato. Diferentemente, acontece

na cultura com 50% de indculo, em que apresentou maior consumo de sulfato. Logo para
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avaliar o consumo de sulfato de amostras de agua produzida, é melhor utilizar um indculo
maior ou igual a 50%. O consumo de sulfato para o indculo 30% foi muito semelhante ao
consumo do indculo 50%, apesar de apresentarem populagio total semelhante (10* cel/mL), o

consumo com inoculo a 30% obteve um desvio maior no tempo inicial 1h (T1).

Tabela 29 — Concentracdo de sulfato e cinética de consumo da cultura de agua produzida em
meio DSMZ-63 e com variagdo de indculo (agua produzida).

Concentracio sulfato real (mg L'l) -DSMZ-63
Indculo 20% Inéculo 30% Inéculo 50%

desvio desvio desvio
Tempo média média Média
P % % %

T1 2001,47 5.6 1703,97 8,4 1470,67 5,9
T4 213491 6,3 1601,83 1,5 1360,72 3,3

Consumo

(mg L™ h) -44,5 34,0 36,7

Quando se avalia a cinética de consumo de sulfato para o meio Postgate-modificado,
constata-se que o consumo ¢ muito baixo em comparacdo ao meio DSMZ-63, como também a
concentragdo de sulfato neste meio é mais baixa (aproximadamente metade), ver Tabela 30.
Esse baixo consumo esté associado a pequena populagdo ativa de BRS a qual ndo chega a 10
cel NMP/mL. Esse resultado foi importante para padronizar, nos proximos ensaios, a
concentragdo de sulfato no meio para 3000 mg L. Essa padronizagdo com uma concentracao
muito maior ¢ importante para que este aceptor de elétrons ndo seja limitante no metabolismo
de consumo pelas BRS. O valor de 3000 mg L™ corresponde a concentragio aproximada dos
teores de sulfato dos oceanos, a qual, geralmente, utiliza-se esta agua como fluido de injegdo

nos pogos de petroleo.
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Tabela 30 — Concentragdo de sulfato e cinética de consumo da cultura de agua produzida em
meio POSTGATE-MODIFICADO e com variagao de indculo (agua produzida).

Concentracao sulfato real (mg L™Y- Postgate-MODIFICADO
Inéculo 20% Inéculo 30% Inéculo 50%

- desvio L 3 desvio ‘3 desvio
Tempo média % média % Média %
T1 1085,37 3,8 890,03 2,9 680,35 2,6
T4 1077,94 3,1 926,51 1,6 762,01 2,7
Consumo
(mg L h) 2,5 -12,2 -27,2
6.3.2.2 Cinética do consumo de sulfato por diferentes densidades de BRS crescidas em

consorcios obtidos de amostras ambientais

Este ensaio foi programado para testar se a taxa de consumo de sulfato também se
correlaciona com a densidade celular de um consorcio de BRS obtido de amostras ambientais.
Para os testes, foram utilizados dois consorcios diferentes, um obtido em coleta do Rio
Camarajipe - Costa Azul (CA) e outro com células isoladas de agua de producgdo da industria
de petroleo. Para esse ultimo foram utilizadas duas técnicas de padronizagdo da densidade
celular do indculo identificada como: (i) Agua produzida-AP e; (ii) APC concentrada através

do processo de centrifugagao.

O resultado do NMP para as trés culturas apos o tempo de estabilizagdo (1h) aparece
resumido nas Tabelas 31, 32 e 33, tendo uma populagio aproximadamente 10* cel/ mL para a
cultura com 50% de inéculo agua Costa Azul- CA e 10' cel/ mL para as culturas com 50% de
inoculo de agua produzida-AP e agua produzida concentrada- APC. Para uma melhor
avaliacdo segue na Tabela 34 um resumo das populagdes das trés culturas. Foi possivel
observar que o procedimento de centrifugacdo ndo foi suficiente para concentrar 20x as BRS,

ou melhor, este processo reduziu a populacao de BRS, Tabela 34.



Tabela 31 — Resultado do NMP com dilui¢do seriada de 10x em triplicata para a populagéo

inicial de BRS ap6s uma hora da inoculagdo (T1) presente na agua Costa Azul.

NMP - EM Postgate. MODIFICADO

Combinacio de

Diluicdes COSTA AZUL (CA) -T1 tubos positivos Valor NMP
10" +++
107 +++
10° +++
10* +44 331 4,6 x 10*
107 +-- células / mL
10 ---
107 ---
10 ---

Tabela 32 — Resultado do NMP com dilui¢do seriada de 10x em triplicata para a populagdo
inicial de BRS ap6s uma hora da inoculagdo (T1) presente na dgua produzida.

NMP - EM Postgate MODIFICADO

Diluicbes AGUA PRODUZIDA (AP) -T1

Combinacio de

tubos positivos Valor NMP

10" +++
107 +--
10° +--
10
10°
10°°
107
10°®

7,5 x10'

3-1-1 células/ mL

+ Frasco positivo, - Frasco negativo.

Tabela 33 — Resultado do NMP com dilui¢do seriada de 10x em triplicata para a populagéo
inicial de BRS ap6s uma hora da inoculagéo (T1) presente na agua produzida

concentrada.

NMP - EM Postgate MODIFICADO

Diluices AGUA PRODUZIDA Combinacao de Valor NMP
¢ CONCENTRADA (APC) -T1 tubos positivos

10" ++-

107 +o-

10° ---

10" +-- e

18_5 T 1-0-1 7x 10mcLelulas/
10° ---

10”7 ---

10°® ---

+ Frasco positivo, - Frasco negativo.

90
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Tabela 34— Resumo do resultado do NMP para a populagdo inicial de BRS das trés culturas
apos uma hora da inoculagdo (T1).

RESUMO CONTAGEM - NMP

Valor NMP
ENSAIO (células/ mL)
Costa Azul (CA) 4,6x10*
Agua produzida (AP) 7,5x 10"
Agua produzida concentrada 1
(APC) 7x 10

As analises de concentragdo de sulfato mostram que houve um pequeno desvio (=3%)
entre as réplicas das culturas de AP e APC, porém, quando se comparam as réplicas da cultura
CA observa-se uma variagdo maior que 50% em algumas condigdes, ver Tabela 35. Este valor
crescente de concentracdo estd relacionado a uma falha na sequéncia de inoculagdo, pois foi

obedecida a sequéncia de inje¢do do inoculo de R1 a R3.

Tabela 35 — Resultado da concentrag@o de sulfato para as culturas no tempo de 1 hora- T1 e
no tempo de 6 horas —T6. Determinagdo de sulfato com Espectrofotometro 1 -
Biospectro sp22.

Concentracio de sulfato (mg L'l)

Amostra Réplicas média  desvio desvio
R1 R2 R3 %

CATI 1606 2714 4670 2997  1551,3 51,8
CAT6 1690 3141 4812 3214 1562,6 48,6
APCTI1 3753 3856 3915 3842 81,9 2,1
AP TI 3665 3793 3812 3757 79,8 2,1
APC T6 4028 3842 4043 3971 112,0 2,8
AP T6 3636 3837 3891 3788 134,3 3,5

Nesse experimento também foi observado uma concentragdo de sulfato maior apds o
tempo de incubagdo (T6) para a maioria das réplicas das culturas e conseqiientemente o
consumo foi negativo, Tabela 36. Tal fendmeno pode ser justificado pela oxigenagdo do meio
de cultura que favorece a oxidagdo do sulfeto. Essa oxigenagdo do meio de cultura impede a
repetibilidade dos ensaios por dois motivos: i) o oxigénio afeta diretamente o metabolismo
das BRS diminuindo a taxa de reducdo de sulfato; ii) o oxigénio dissolvido, mesmo em
pequenas concentragdes (0,1 mg L™), pode proporcionar a oxidagio de sulfeto a sulfato (POL
et al., 1998) e por isso, as vezes, a concentracdo de sulfato ¢ maior apds o tempo de
incubagdo. Para solucionar esta oxigenacdo foi adicionado 1 mmol/ L de Na,S a solucdo de

sulfato e conseqiientemente ao meio de cultura (BARTON, 1995).
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Tabela 36 — Resumo dos resultados da concentragdo de sulfato das culturas em cada tempo,
assim como, a diferenga e o consumo ap6s 5h de incubagio.

Concentracio de Sulfato (mg L)

Tempo apés  Costa Azul - Agua produzida Af::cg ;(t)f;(iz;fla
inoculac¢ao CA - AP APC
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1h 1606 2714 4670 3665 3793 3812 3753 3856 3915
6h 1690 3141 4812 3636 3837 3891 4028 3842 4043
Diferenca o3 47 14 29 44 T8 275 15 -128
em Sh
Consumo
-17 -85 -28 6 -9 -16 -55 3 -26
(mg L'h™")

6.3.2.3 Comparag¢do da cinética de crescimento entre o consorcio oriundo da dgua

produzida e a coletada no Rio Camarajipe

A cinética de crescimento da microbiota (BRS) da agua produzida e da agua Costa Azul

foi realizada com o intuito de conhecer o seu perfil de crescimento.

O NMP referente aos pontos (TO, T5, T8 e T15) da curva de crescimento da microbiota

da agua Costa Azul estabilizou com 9 dias de incubag@o no meio postgate-modificado a 38°C

e as leituras foram realizadas até 16 dias de incubag@o. A Tabela 37 representa os valores de

frascos positivos das triplicatas do NMP de cada tempo de incubagao.

Tabela 37 — Resultado da leitura do NMP com diluiggo seriada de 10x em triplicata para cada
tempo de incubagéo da microbiota (BRS) presente na agua Costa Azul.

COSTA AZUL (NMP)- MEIO POSTGATE-MODIFICADO

Diluicées LEITURA DAS TRIPLICATAS

i T0 TS T8 T15
10" +++ +++ +4++ +++
10° +++ +++ +++ +++
10° +++ +++ +++ +++
10* +++ +++ +++ +++
107 +++ +++ +++ +++
10 +++ +++ +4++ +++
107 +++ +++ +++ +++
10° --- +++ +++ +++
10” e
107
10" NHD
10" NHD

+ Frasco positivo, - Frasco negativo, NHD Nao houve dilui¢ao
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Ao avaliar o resultado da leitura do NMP para a agua Costa Azul verifica-se que existe
uma boa homogeneidade da diluicdo das réplicas com auséncia de flutuagdes. Apods
procedimento de contagem verificou-se que a fase exponencial ocorre entre 0-5h. A fase
estacionaria ocorre em 8h de incubacdo e ap6s 15h de incubacdo ja era notado a fase de morte
celular, ver Tabela 38 e Figura 28. O tempo de geracdo desta microbiota foi de g=1h 30min e
um coeficiente de crescimento especifico de p=0,46 h'!, Tabela 39. Tais caracteristicas se
assemelham muito ao comportamento da D. vulgaris quando submetida ao tratamento T2
(Sulfato a 3000mg L™, nitrato a 320mg L), ver Figura 24, Tabela 15 e Tabela 16 do item
6.3.1.1.

Tabela 38 - Resultados da contagem por NMP das popula¢des da microbiota da agua Costa
Azul em diferentes tempos de incubagdo (TO, TS, T8 e T15).

NMP - EM MEIO POSGATE-MODIFICADO

Identificagio Combinagdo de tubos Valor NMP
positivos (células/ mL)

TO 3-3-0 2,4x 107

T5 3-3-0 2.4x10°8

T8 3-3-1 4,6x10°

T15 3-3-0 2,4x10°

Figura 28— Curva de crescimento da microbiota (BRS) da agua Costa Azul em Postgate-
modificado.
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Tabela 39 - Parametros cinéticos para a curva de crescimento de BRS da dgua Costa Azul em
meio Postgate-modificado.

Fase Tempo Coeficiente de crescimento
crescimento geraciio- g especifico- p (h™)
0-5h 1h 30min 0,46

Ao avaliar o resultado da leitura de NMP para as amostras contendo agua produzida
como inoculo verifica-se uma populagdo inicial de BRS (T0), populacdo ausente em (T5) e
uma flutuacdo (T15) Tabela 40, resultado muito diferente ao apresentado com as amostras
contendo agua Costa Azul, Tabela 37, pois se esperava um aumento populacional de BRS a
medida que aumentasse o tempo de incubagdo para essas amostras contendo AP. Este baixo
crescimento € a ndo coeréncia de aumento populacional estd relacionado ao perfil da
microbiota (BRS) presente na dgua produzida a qual ¢ mais sensivel a oxigenacao e, também,
estd mais adaptada a um meio contendo fragdes de hidrocarbonetos. O frasco que recebeu o
inoculo e foi incubado por 5h (T5) ndo apresentou crescimento e por isso nao foi considerado
no ponto da curva de crescimento, a Tabela 41 resume a populagdo em cada ponto da curva e

a Figura 29 demonstra a curva de crescimento desconsiderando o ponto T5.

Tabela 40— Resultado da leitura do NMP com diluicdo seriada de 10x em triplicata para cada
tempo de incubagdo da microbiota (BRS) presente na dgua produzida.

AGUA PRODUZIDA- (NMP)- EM MEIO POSGATE-MODIFICADO
LEITURA DAS AMOSTRAS

TO TS T8 T15 T21
10" ++- ++- +++ +++
107 ++- ++-
107 +-- +--
10 +--
10° S S S S S
10°¢ - S - - .-
107 S S S S S
10°® - .- . .- -
107 - S S S S
10710 - .- . .- -
10" NHD
107" NHD

Diluic¢oes

A curva de crescimento para a cultura dgua produzida, Figura 29, apresentou fase de
crescimento exponencial entre T8 e T15 com um coeficiente de crescimento especifico de
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n=0,62 h''e tempo de geracdo g= lh 10min, Tabela 42. Portanto ¢ possivel afirmar que as
BRS da 4gua produzida apresentaram uma taxa de crescimento maior que o consorcio de BRS
do Rio Camarajipe, agua Costa Azul, porém a populacdo de BRS desta é muito superior que a
da dgua produzida.

Tabela 41 - Resultados da contagem por NMP das populagdes da microbiota da dgua produzida

em diferentes tempos de incubagdo (TO0, T5, T8 e T15).

NMP - EM MEIO POSGATE

LEITURA- APOS 15 DIAS

Amostras Combinacéo de tubos Valor NMP
positivos (células/ mL)
TO 2-2-0 21
T5 0-0-0 -
T8 2-0-0 9
T15 1-1-0 7 x 10°
T21 2-1-0 1,5x 10°

Tabela 42 - Parametros cinéticos para a curva de crescimento de BRS da dgua produzida em

Figura 29

Ln populagio (NMP Cel/mL)

meio Postgate-modificado.

Fase Tempo Coeficiente de crescimento
crescimento geracio- g especifico- p (h™)
0-15h 1h 10min 0,62

— Curva de crescimento da microbiota (BRS) da agua produzida em Postgate-
modificado.
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6.3.2.4 Cinética do consumo de sulfato com variagdo de biomassa microbiana de uma

amostra do rio Camarajipe

Este ensaio teve por meta correlacionar diferentes densidades populacionais de BRS
obtidas a partir de amostras ambientais (10°, 10%, 10°, 10° ¢ 107 cel/mL) com o consumo de
sulfato. Foram obtidos consorcios de BRS a partir da dgua produzida como também da agua

do Rio Camarajipe- Costa Azul, Salvador.

Os resultados do NMP de BRS presentes no experimento lh (T1) e apds 5h de

incubacdo (T6) aparece resumido na Tabela 43.

Tabela 43 — Resultado da leitura do NMP com diluigo seriada de 10x em triplicata para cada
populacdo estimada de BRS da 4agua Costa Azul. Estabilizagdo apos 13 dias a
38°C em meio Postgate modificado e leituras realizadas até 33 dias.

NMP-BRS COSTA AZUL

LEITURA DAS CULTURAS

Diluicio T T1 T1 Tl Tl T6 T6 T6 T6 T6
4D 3D 2D 1D FM 4D 3D 2D ID FM

10" +++ ++- ++- ++- +H++ - - - +++ 4+
102 +4+- +-- +-- ++- H+H++ - - ++- +++ +++
10° - ++- - - F++ - - +-- 44+ +++
10* B e R R R
10° R R m—. aee 4+
10° S
107 NHD --- --- ---  --- NHD --- -2 ---  --.
10°® NHD NHD --- --- --- NHD NHD --- --- ---
10° NHD NHD NHD --- =--- NHD NHD NHD --- ---
10  NHD NHD NHD NHD --- NHD NHD NHD NHD ---

Apbs o calculo da leitura do NMP ¢ possivel verificar que existe uma redugdo da
populacdo de BRS entre o tempo de 1h e 6h para os dois consorcios com menor densidade
celular (4D e 3D), Tabela 44. No entanto, 0s consorcios restantes manteram-se praticamente

com densidades constantes, portanto a Tabela 45 resume as populagdes consideradas.
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Tabela 44 — Resultado do NMP com diluigéo seriada de 10x em triplicata para cada populagéo
estimada de BRS da agua Costa Azul em postgate-modificado a 38°C.
NMP- BRS COSTA AZUL
Combinacio de Valor NMP

Amostras tubos positivos (células/ mL)
T14D 3-2-0 9,3x10'
T1 3D 1-2-0 1,1x10?
T 2D 1-2-0 1,1x10?
T1 1D 2-2-0 2,1x10°
T1 FM 3-3-4 2,4x10°
T6 4D 0-0-0 -
T6 3D 2-0-0 9
T6 2D 2-1-0 1,5x10?
T6 1D 3-3-0 2,4x10°
T6 FM 3-1-0 4,3x10°

Tabela 45 — Resultado do NMP para os dois tempos 1h-T1 e 6h-T6 da populacdo de BRS da
agua Costa Azul e populacdo considerada para o consumo de sulfato.

Populacio BRS- NMP cel/mL

Etapa Identificacio
4D 3D 2D 1D FM
T1 9,3x10" 1,1x10° 1,1x10° 2,1x10°  2,4x10°
Té - 9 1,5x10°  2.4x10°  4,3x10°
Pop.ulacio ) ) 102 10° 10°
considerada

As andlises de concentragdo de sulfato no tempo de 1h e 6h sdo resumidas na Tabela 46
e a avalia¢do do consumo de sulfato foi calculada a partir da diferenga entre as concentragdes
de T1 e T6 em um periodo de 5h, logo o consumo ¢ dado por hora, Tabela 47. Em algumas
amostras foi observado um aumento na concentragdo de sulfato entre o T1 ¢ T6 (FM e 2D).
Acredita-se que esse resultado esteja associado a oxidagdo do sulfeto para o sulfato, ja que
durante a inoculacdo houve entrada de ar no meio de cultura apresentando mudanga de
coloracdo de transparente para levemente avermelhada (presenca de oxigénio indicado pela

resazurina).
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Tabela 46— Resultado da concentragdo de sulfato para as culturas Costa azul no tempo de 1
hora- T1 e no tempo de 6 horas —T6. Determinagdo de sulfato por cromatografia

ions.
Concentracao sulfato (mg LY
Identificacido
T1 T6
Culturas
R1 R2 R3 média T1 R1 R2 R3 média T6
FM 3060 2571 2890 2840 2823 2912 3082 2939
1D 3119 2909 2307 2778 3099 2019 2405 2508
2D 2736 2159 2946 2614 2710 2799 2892 2800
3D 3088 2791 2916 2932 2401 3285 1740 2475
4D - 2972 3071 3022 - 2810 2682 2746

Tabela 47 — Resultado da concentragdo de sulfato para cada populagdo (FM, 1D, 2D, 3De 4D)
da cultura BRS Costa Azul no tempo 1 e 6h e o consumo por hora. Determinagao
de sulfato por cromatografia ions.

Tempo Concentracio Sulfato (mg L)
apos
igele  FM 1D 2D 3D 4D
T1 2840 2778 2614 2932 3022
Té6 2939 2508 2800 2475 2746
Diferenca - o5 571 187 457 276
em Sh
Consumo
(mg Lt h'l) -19,8 54,1 -37,4 91,3 55,2

As culturas 3D e 4D apresentaram um comsumo de sulfato, Tabela 47, mas ndo foi
possivel considera-las pois a populacdo de BRS tinha sido reduzida, Tabela 45, portanto so6 foi
estabelecido correlacdo de consumo sulfato por hora para a cultura da primeira dilui¢do- 1D
com 54,1 mg L' h' para uma populagio de 10°NMP cel/ mL conforme as condigdes
mencionadas no item 5.3.2.4. Comparando este mesmo consumo, caso fosse uma populagio
de D. vulgaris, isto ¢é, ao substituir o valor “54,1” na equacdo “y=4,54x — 26,70 descrita no
item 6.3.1.3, obtem-se o valor de x =17,79, sabendo que 17,79= In (populagdo), entdo a
populagdo de D. vulgaris correspondente a este consumo nesta cultura ¢ 5.3 x 10’ NMP
cel/mL. Logo, uma populacdo de BRS de 10> NMP cel/mL da agua do Rio Camarajipe -
Costa Azul corresponde a uma populagio de 10’ NMP cel/mL de D. vulgaris em relagio ao
consumo de sulfato, isto é, a populagdo de BRS da 4gua do Costa Azul é muito mais
metabolicamente ativa para a redu¢do de sulfato (produz mais sulfeto) que a D. Vulgaris. Esse

consumo pode ser comparado melhor da seguinte forma: compara-se o consumo de sulfato
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para a mesma populagio de BRS desta agua (10°NMP cel/mL) e da cepa, o consumo da cepa
¢ de 4,6 mg L' h' para uma populagio de 10°NMP cel/mL. Deste modo sugere-se que a
microbiota de BRS presente na agua Costa azul ¢ aproximadamente 12x mais eficiente na

reducdo de sulfato em relagdo a cepa D. vulgaris.

6.3.3 Contagem direta

A contagem direta de epifluorescéncia é o melhor método disponivel para a enumeragéo
de bactérias totais em amostras ambientais. Os fluorocromos mais utilizados sdo: 1)
laranja acridina (3,6-dimetillaminoacridina) e; ii) DAPI (4'6'-diamidino-2- fenilindol). A “i)”
liga-se a DNA e a RNA, quando ligadas a fita simples de acidos nucleicos, emite cor laranja-
vermelho, porém quando liga-se a fita dupla de 4cidos nucleicos apresenta coloracao verde. O
“ii” se intercala na fita dupla de DNA e emite coloragdo azul (KEPNER ¢ PRATT, 1994). A

Figura 30 mostra uma cultura de Desulfovibrio vulgaris coradas com Laranja acridina.

Figura 30 — Microscopia de epifluorescéncia com laranja de acridina (MELA) de uma
cultura Desulfovibrio vulgaris, aumento1000x, em meio Desulfovibrio (DSMZ-
63) ausente de ferro.

A Figura 31 mostra a microscopia de epifluorescéncia com corante DAPI de uma
cultura Desulfovibrio vulgaris ausente de ferro.
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Figura 31 — Microscopia de epifluorescéncia com DAPI (MEDAPI) de uma cultura
Desulfovibrio vulgaris, aumento 1000X, em meio Desulfovibrio(DSMZ-63)
ausente de ferro.

6.3.4 NMP

Os NMP das BRS apresentava tempo de estabilizacdo de crescimento diferente para
cada meio de cultura empregado, como também para determinada microbiota, a Tabela 48

resume o resultado.

Tabela 48-Tempo de estabilizagdo de crescimento de BRS do nimero mais provavel -NMP a
38°C para in6culos e meio de cultura diferentes.

Tempo médio de estabilizacio do NMP

Indculo utilizado Meio de cultura Meio de cultura
Postgate-modificado DSMZ.63
D. vulgaris - 5 dias
Agua Costa Azul 14 dias 15 dias
Agua Produzida 33 dias 36 dias

Foi verificado que a cepa D. vulgaris apresentava uma estabilizacdo de crescimento
apos cinco dias de incubagdo a 38°C, poréma microbiota oriunda da agua produzida e do Rio
Camarajipe - Costa Azul delongaram mais tempo para estabilizar o crescimento nesse mesma
temperatura de incubacao.

Para as microbiotas (AP e CA) pode-se prever que exista outra espécie com um

metabolismo mais lento que a D. vulgaris, pois o crescimento foi mais lento, resultando em
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um tempo maior de estabilizagdo no NMP. Diante dos resultados, foi possivel observar que a
microbiota presente na agua de efluente sanitario Costa Azul apresentou um tempo menor de
estabilizacdo de crescimento no NMP, praticamente a metade do tempo da agua produzida, tal
fenomeno pode ser justificado pela microbiota presente na agua produzida com um
metabolismo muito mais lento para reducdo de sulfato em comparagdo ao metabolismo da D.

vulgaris e da microbiota do Rio Camarajipe, agua Costa Azul.

6.3.5 Determinacio de sulfeto por azul de metileno

Na determinacdo de sulfeto foi construida uma curva de calibragdo analitica entre 1 —
200mg L. Porém entre as concentragdes de 1 — 10 mg L™ houve um desvio acima de 10%
entre as réplicas, ver Tabela 49. Ao plotar os valores de concentragdes dos padrdes de sulfeto
contra o valor de absorbancia e ao fazer a regressao linear dos pontos, foi obtido uma fungao
linear y = 0,0124x - 0,0784 com R? = 0,955, sendo y = absorbancia e x= concentracdo de
sulfeto em mg L', ver Figura 32. Para concentragdes entre 1-50mg L houve uma melhor

correlagio R*=0,99 e conseqiientemente uma melhor linearidade do método, Figura 33.

Tabela 49 — Valores de absorbancia em triplicata para cada concentragdo de sulfeto padrao
(1-200 mg L") utilizando Leitor de ELISA - Bio-Tek EL800 .

[S*] (mgL™) rl r2 r3 média (A) Desvio %
1 0,001 -0,003 0,001 0,000 692,8
5 0,009 0,007 0,001 0,006 73,5
10 0,062 0,076 0,071 0,070 10,2
20 0,134 0,143 0,14 0,139 33
30 0,198 0,202 0,208 0,203 2,5
50 0,352 0,359 0,36 0,357 1,2
70 0,874 0,901 0,878 0,884 1,6
85 0,752 0,75 0,755 0,752 0,3
100 1,069 1,09 1,073 1,077 1,0
115 1,632 1,641 1,64 1,638 0,3
130 1,683 1,665 1,673 1,674 0,5
150 2,115 2,108 2,102 2,108 0,3
170 1,855 1,928 1,888 1,890 1,9

200 2,144 2,144 2,206 2,165 1,7
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Figura 32 — Valoresda absorbancia para cada concentragao de sulfeto padrdo (1-200 mg L

" utilizando Leitor de ELISA Bio-Tek EL800.

Calibragdo analitica 1-200 mg L

y =0,0124x - 0,0784
R*=0,9549

0 50 100 150
Concentracgdo (mgL?)

Figura 33 — Valores daabsorbancia para cada concentracdo de sulfeto padrao (1-50 mg L'])

Absorbancia (u.a.)

0,400
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0,100
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0,000

utilizando Leitor de ELISA Bio-Tek EL800.

) Calibracao analitica 1-50 mg L!

y = 0,0074x - 0,0144
R? = 0,9948
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6.3.6 Coloracao Gram

Através da andlise morfotintorial da cultura de D. vulgaris por microscopia com
coloragdo GRAM foi possivel verificar vibrides Gram-negativos confirmando assim as
caracteristicas morfologicas da cepa, ver Figura 29. Também foi observado pontos escuros
(artefato) na lamina indicando residuos de ferro oriundo da inoculagdo, ja que o meio nao

existia a presenga de ferro.

Figura 34 — Microscopia Otica com coloragdo GRAM de uma cultura Desulfovibrio
vulgaris, aumento 1000X, em meio Desulfovibrio (DSMZ-63).
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7 CONCLUSAO

7.1 CONCLUSAO GERAL

Diante do abordado neste trabalho, foi possivel desenvolver um método indireto de
deteccdo e quantificagdo de BRS mais especificamente Desulfovibrio vulgaris através da
cinética de consumo de sulfato e podendo quantificar essas bactérias entre uma faixa
populacional de 10% - 10%cel/mL em apenas algumas horas. A correlagdo entre células e
consumo deste método foi R*~ 0,979 e o tempo estimado para obter os resultados da contagem
através deste método ¢ de 12h. Para as contagens das amostras ambientais, contendo diversas
espécies de BRS, foi possivel correlacionar a microbiota de BRS da amostra com a cepa D.
vulgaris seja em uma determinada condigdo de meio de cultivo (presenca de nitrato, sulfato

ou cloreto) e assim medir a populacgdo relativa de BRS para D. vulgaris em uma condigao.

7.2  CONCLUSOES ESPECIFICAS

7.2.1 Método de determinacio de nitrato e sulfato e outros dnios por cromatografia de

ions

O método de cromatografia de ions foi desenvolvido através do aperfeicoamento de
alguns métodos de cromatografia de ions descritos na literatura e foi validado, principalmente,
para os anios nitrato e sulfato como segue abaixo:

a) o método desenvolvido permitiu a separacdo de 17 anions e com a identificacdo de

14 picos analiticos em uma corrida de 45 minutos em gradiente de KOH;

b) o limite de detecgdo para sulfato e nitrato foram, respectivamente, 0,57 mg L™ ¢

0,12mg L' e os limites de quantificagdo foram 1,74 ¢ 0,385 mg L

c) a linearidade para o nitrato e o sulfato foi obtida em 2-3,5 mg L' com variacdo entre

a faixa de 95% a 105% com condig¢des validadas para o INMETRO e para ANVISA;
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7.2.2 Mdétodo espectrofotométrico para determinacio de sulfato

O método espectrofotométrico de determinagdo de sulfato foi adaptado as condigdes do
laboratoério e testados em dois espectrofotometros de modelos diferentes e obtendo uma 6tima
correlagdo (0,996) a uma faixa de analise utilizando padrdes de 40-200 mg L™

7.2.3 Cinética de crescimento e de consumo da D. vulgaris

A cinética de crescimento ¢ consumo (nitrato e sulfato) da D. vulgaris foi importante

para conhecer o comportamento desta cepa, cepa modelo experimental de BRS, em diferentes

aceptores de elétrons como também em quantidade populacional variada. A partir dos ensaios

de cinética em quatro condic¢des diferentes pode-se concluir:

a)

b)

d)

a D. vulgaris quando cresce em meio DSMZ-63(T1), 10% de inoculo e com 0,3% de

sulfato apresenta uma cinética de consumo de sulfato de 33mg L' h™';

a D. vulgaris quando cresce em meio DSMZ-63 (T2), 10% de in6culo e com 0,3% de
sulfato e SmM de nitrato juntos,apresenta uma cinética de consumo de 2 ¢ 33 mg L™

-1 . , .
h™ dos referidos aceptores de elétrons, respectivamente;

a D. vulgaris quando cresce em meio DSMZ-63 (T3), 10% de in6culo e com 0,3% de
sulfato e adi¢do de 5mmol L™de cloreto, apresenta uma cinética de consumo de

sulfatode 16 mg L' h';

a D. vulgaris quando cresce em meio DSMZ-63 (T4), sem sulfato, 10% de indculo e

5,5 mM de nitrato, apresenta uma cinética de consumo de nitrato de 26mg L'ht:

a taxa de producgdo de biomassa de D. vulgaris foi maior na presenga de nitrato do

que de sulfato;

o fato da D. vulgaris ter uma maior cinética de crescimento com o nitrato sugere que
técnicas de inibicdo da produgdo de H,S com a adicdo de nitrato podem agravar o

acumulo de sulfeto quando o nitrato do ambiente se esgota.
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7.2.4 Quantificacao da biomassa de BRS através do consumo de sulfato

A partir do consumo de sulfato com varia¢do de biomassa inicial foi possivel quantificar

D. vulgaris e assim correlacionar com sua populacdo. O modelo equacional pode ser

utilizado para quantificar estas células desde que seja nas mesmas condigdes € com esta cepa

(ATCC29579, DSMZ-644). As BRS presentes na agua de amostras ambientais podem ser
quantificadas por populagao relativa a D. vulgaris. Portanto foi possivel inferir que:

a) a D. vulgaris incubada a 38°C em meio DZMZ-63 modificado com sulfato a 0,3%

m/v obedece uma relacdo diretamente proporcional e linear de consumo de sulfato

por hora versus In da populagdo tendo como equagdo , y=4,54x — 26,70, sendo y=

consumo de sulfato (mg L'h") e x=In populagdo (NMP cel/mL) e R*=0,979;

b) o consdrcio de BRS encontrado na amostra de 4gua do Rio Camarajipe (Costa Azul)
apresentou cinética de crescimento semelhante a D. vulgaris quando esta era
submetida ao tratamento T2 (Sulfato a 3000mg L', nitrato a 320mg L") e esse
mesmo consorcio ¢ aproximadamente 12x mais eficiente na reducdo de sulfato

(producdo de sulfeto) em relag@o a cepa D. vulgaris.
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APENDICE A — Graficos da cinética de consumo de nitrato e sulfato
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APENDICE B -Meio de cultura Desulfovibrio (DSMZ) .63 — adaptado sem ferro
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Volume final de Meio de cultura

100 mL 300 mL 350 mL 600 mL 1L
Substiancias Quantidade | Quantidade | Quantidade | Quantidade | Quantidade
Solucao A:
K,HPO, 0,05¢ 0,150 g 0,175 g 0,300g 05¢g
NH,CI 0,1g 0,300 g 0,350 g 0,600g 1.0g
Na,S0, 1.0 g 0,1g 0,300 g 0,350 g 0,600g 1.0g
CaCl, x 2 H,O 0,01g 0,03 ¢g 0,035 g 0,06 g 0.1g
MgSO, x 7 H,O 02¢g 0,6 g 0,7¢g 1,2g 20¢g
DL-Lactato de
0,320 mL 0,96 mL 1,120 mL 1,92 ml 3,2 ml
sodio 50%
Extrato de
0,1g 0,300 g 0,350 g 0,600g 1.0g
levedura
Resazurina 0,2% 0,4 mL 1,2 mL 1,4 mL 2,4 ml 4 ml
Agua destilada |98 mL 294 mL 343 mL 588 ml 980.0 ml
Solucéo B:
FeSO4 x 7 H,O 0,05¢ 0,150 g 0,175 g 0,3g 0.5¢g
Agua destilada 1 ml 3,0 ml 3,5ml 6ml
10.0 ml
Solution C:
Toglicolato de
) 0,01 g 0,030 g 0,035 ¢g 0,06 g 0.1g
sodio
Acido ascorbico 0,01 g 0,030 g 0,035 ¢g 0,06g 0.1g
Agua destilada 1 ml 3,0 ml 3,5ml 6 ml 10.0 ml
Procedimento:

- Dissolver os reagentes (solucdo A) em uma quantidade apropriada de agua = 60% do
volume total de meio de cultura. Ferver a solugdo por alguns minutos ¢ depois arrefecer a

temperatura ambiente.

- Preparar as solugdes B e C, adicionar na solucao A e ajustar o pH 7,8 com NaOH.

- Avolumar o meio de cultura com agua até o alcangar o volume total de meio.

Distribuir nos frascos, Autoclavar porl5 min a 121°C.

Obs.: Ndo armazenar o meio de cultura sem autoclavar.
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APENDICE C - Procedimento Lavagem de Vidraria para cromatografia de ions

As analises de cromatografia de ions apresentam faixa de detecgdo com concentracdo muito
baixa (parte por bilhdo -ppb ou microgramas por litro- mg L™) e por isso, a probabilidade de
contamina¢do durante o preparo da amostra e armazenamento, ¢ alta. Recomenda-se que as
vidrarias e os recipientes sejam de vidro borosilicato ¢ que na limpeza deste material siga as

etapas:

1. Efetuar limpeza simples com detergente comum e dgua para remover a sujeira mais
“grossa” das vidrarias, como também limpar a parte externa com alcool 96% caso
esteja escrita com marcador permanente;

2. Em cada recipiente ou vidraria preencher com solu¢do de 10% v/v Extran neutro em
agua ultrapura ou mergulhar as vidrarias nesta solugao;

3. Condicionar as vidrarias contendo solu¢do de Extran em banho de ultrason a poténcia
média a alta por 15 minutos, em seguida, retirar e enxaguar com agua ultrapura por 3 a
4 vezes. Repetir o processo das etapas 2 e 3 totalizando 30 minutos de sonicagdo. Para
o banho de ultrason pode-se utilizar agua comum, porém deve-se evitar a
contamina¢do com a parte interna e as bordas das vidrarias;

4. Colocar as vidrarias para secar em caixas plasticas de “vidraria descontaminadas”
sobre papel toalha e deixando secar ao abrigo de vento e poeira;

5. Apos a secagem das vidrarias, envolver com filme PVC e guardar.

OBS.1: Todo o procedimento deve ser feito com luvas sem talco.
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APENDICE D - Procedimento basico de Inje¢io de amostras no Cromatografo de fons —
ICS3000 — Dionex

Para injetar as amostras no cromatografo ¢ preciso realizar o preparo das amostras a fim de
ndo provocar danos no equipamento ¢ em seguida executar as etapas descritas na sequéncia

abaixo:

1. Inicializacio e procedimento de self-test
1.1 Descartar os residuos do garrafdo (2L) de eluentes e preencher com o eluente (H,0),
caso seja eluente diferente € preciso realizar procedimento de descontaminacéo;
1.2 Trocar a agua contida no recipiente do sistema de lubrificagdo das bombas;
1.3 Ligar todos os mddulos (DC, DP e EG) e esperar o self-test (realizagdo do processo

de limpeza e lubrificacdo das bombas com a circula¢ao de H,O ultrapura);

2. Realizacaodo Prime
2.1 Abrir a valvula de “purga” das duas bombas (PUMP1 e PUMP2 -Knob);
2.2Ligar as bombas (remotamente ou manual) em “prime”;
2.3 Esperar aproximadamente 3 minutos para que todas as bolhas do sistema sejam
removidas;

2.4 Finalizar o prime, desligando as bombas no botao “prime”;

3. Testes de fluxo e detectores

3.1 Conectar os moédulos (DC, EG e DP), caso ndo estejam conectados ao programa
Chromeleon;

3.2 Ligar pelo painel do software a célula de condutividade “Heater- On 35°C”, a célula
amperométrica “Cell on”, a temperatura da cdmara de colunas cromatograficas. Acionar
pelo painel externo do moédulo DC para a configuragdo dos leds em “load” para os dois
sistemas de inje¢do (pressionando botdes - Valvel e Valve2);

3.3 Ligar as duas bombas a um fluxo de 0,3 mL/min, observar a variagdo da pressao e
deixar por aproximadamente 10 min a fim de alcangar estabilidade na temperatura e nos

valores dos detectores (condutividade, amperométrico e pH);

4. Condicionamento da coluna e estabilizacao do sistema
4.1 Obter aquisi¢ao clicando em “Aquisition”
4.2 Aumentar o fluxo para ImL/min (Fluxo de operagdo) e observar a pressdo, durante 3
minutos;
4.3 Ligar o “CR-TC” e 0 EG a 30mM de KOH, deixar nessa concentragdo por 30 minutos;
4.4 Apo6s 30 min e observar uma estabilizacdo na condutividade, desligar o EG ou mudar a

concentracgdo para 0mM, aguardar por mais 30min;
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APENDICE D - Continuacio

4.5 Ligar a supressora a 10mA e aguardar por cinco minutos — apds o tempo, a
condutividade ideal sera < 0,55uS, valores de aproximadamente 0,38 uS foram obtidos

como um bom condicionamento para a linha de base;

5. Programacio e carregamento no amostrador

5.1 Recomenda-se fazer a programagdo copiando a ultima programacdo executada
renomeando os valores das amostras (Coluna Name).Na tela de programagio das sequéncias,
apos clicar em browser e escolher um método, é importante ficar atendo para que os dados
da coluna “pos.” esteja com as amostras obedecendo uma sequéncia crescente, assim como,
os dados da coluna “status” esteja em single.

Obs. E importante que na programagio exista uma amostra com agua ultrapura para a
estabilizacdo e outra de pos-corrida;

5.2 Carregar no amostrador AS40 os vial’s contendo as amostras conforme a sequéncia
programada no Chromeleon;

5.3 Configurar no painel do amostrador AS40 os parametros

Em Setup
v" INJ TYPE - “Loop”

v INJ MODE - “Prop”
v" BLEED - “On”

v' INJ/VIAL —“1”

v

OPERATION — “Lcl”
OBS: A chave “AS40” deve estar desligada no programa Chromeleon.
5.4 Apertar o botdo run no amostrador e verificar se o carretel foi deslocado e parou no 1°

vial.;

6. Carregar a programacio no Chromeleon

6.1 Encerrar a aquisi¢do no Chromeleon e em seguida clica em “Edit batch’e em Batch
List para adicionar a programagao;

6.2 Verificar erros na programacao e quantidade de eluente que sera consumido clicando
em “Ready Check”;

6.3 Verificar se os parametros (Pressdo, condutividade, temperatura e pH) estdo
estabilizados;

6.4 Iniciar o programa em start e verificar se AS40 foi acionado (sdo dois estagios de
inje¢do- Bleed e Inject).
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APENDICE E - Procedimento de Leitura e calculo do NMP

Para o calculo do NMP:
1- Ver combinagao dos 3 ultimos tubos positivos;
2- Procura o valor do NMP na tabela;

3 — Multiplicar pelo fator de dilui¢cdo referente ao antepentiltimo da combinacdo dos trés tubos
positivos, ver figura 1.

Figura 1 - Esquema representativo do procedimento de leitura e calculo do niimero mais
provavel — NMP.
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Tabela 1 — Numero mais provavel-NMP e intervalo de confianga a nivel de 95% de
propabilidade, para diversas combinagdes de tubos positivos em série de trés tubos.
Quantidade inoculada 1 — 0,1- 0,01 g ou mL.

Intervalo de Intervalo de
Com:)i:)laczio dos Nl\(/)[: £ confianca 95% Com:)i;ag:z":) dos Nl\(/)[: i confianca 95%

s NMP/mL | minimo | maximo s NMP/mL | minimo | maximo
0 0 0 <0,3 - 0,95 2 2 0 2,1 0,45 42
0 0 1 0,3 0,02 0,96| 2 2 1 2,8 0,87 9,4
0 1 0 0,3 0,02 1,10 2 2 2 3,5 0,87 9,4
0 1 1 0,6 0,1 1,8 2 3 0 2,9 0,87 9,4
0 2 0 0,6 0,1 1,8 2 3 1 3,6 0,87 9,4
0 3 0 0,9 0,4 38| 3 0 0 2,3 0,46 9,4
1 0 0 0,4 0,0 1,8 3 0 1 3,8 0,87 11
1 0 1 0,7 0,1 1,8 3 0 2 6,4 1,7 18
1 0 2 1,1 0,4 38 3 1 0 4,3 0,9 18
1 1 0 0,7 0,1 2,0 3 1 1 7,5 1,7 20
1 1 1 1,1 0,4 38 3 1 2 12 3,7 42
1 2 0 1,1 0,4 421 3 1 3 16 4 42
1 2 1 1,5 0,5 421 3 2 0 9,3 1,8 42
1 3 0 1,6 0,5 421 3 2 1 15 3,7 42
2 0 0 0,9 0,1 38 3 2 2 21 4 43
2 0 1 1.4 0,4 421 3 2 3 29 9 0,1
2 0 2 2,0 0,5 421 3 3 0 24 42 0,1
2 1 0 1,5 0,4 421 3 3 1 46 9 0,2
2 1 1 2,0 0,5 421 3 3 2 110 18 0,41
2 1 2 2,7 0,9 94| 3 3 3 >110 42 -

Fonte: Adaptado MANUAL, Bacteriological Analytical. ONLINE. 2001.




APENDICE F-Codigo da programagdono Chromeleon para a anélise de fons

Column_TC.AcquireExclusiveAccess

Pump 2.Pressure.LowerLimit= 300 [psi]
Pump_2.Pressure.UpperLimit = 2700 [psi]

Pump 2.MaximumFlowRamp = 6.00 [ml/min?]
Pump 2.%A.Equate = "%A"

Pump 1.Pressure.LowerLimit= 300 [psi]
Pump_1.Pressure.UpperLimit = 1750 [psi]
Pump 1.MaximumFlowRamp = 6.00 [ml/min?]
Pump 1.%A.Equate = "%A"

%B.Equate = "%B"

%C.Equate = "%C"

%D.Equate = "%D"

CR TC= On

InjectValve 1.State LoadPosition

InjectValve 2.State LoadPosition

EDetl.Mode = IntAmp

EDetl.CellControl = On
EDetl.Data_Collection Rate = 1.00 [Hz]
pH.UpperLimit= 13.00

pH.LowerLimit=  10.00

WaveformName = "sulfeto e cianeto"
WaveformDescription = "Sulfeto"

Electrode = AgCl

Waveform Time = 0.000, Potential = -0.100, GainRegion = Off, Ramp = Off,

Integration = Off

Waveform Time = 0.200, Potential = -0.100, GainRegion = On, Ramp = Off,

Integration = On

Waveform Time = 0.900, Potential = -0.100, GainRegion = Off, Ramp = Off,

Integration = Off

Waveform Time = 0.910, Potential = -1.000, GainRegion = Off, Ramp = Off,

Integration = Off

Waveform Time = 0.930, Potential = -0.300, GainRegion = Off, Ramp = Off,

Integration = Off

Waveform Time = 1.000, Potential = -0.300, GainRegion = Off, Ramp = Off,

Integration = Off, LastStep = On

Pump 1.Flow = 0.500 [ml/min]
%B=0.0[%]

%C=0.0[%]

%D = 0.0 [%]

Pump 1.Curve =15

Pump 2.Flow = 1.000 [ml/min]

Pump 2.Curve=5
CDetl.Data_Collection_Rate = 5.0 [Hz]
Temperature Compensation = 1.7 [%/°C]
CellHeater.TemperatureSet =  35.00 [°C]
Column TC.Mode= On
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Column_TC.TemperatureSet = 30.00 [°C]
Suppressorl.Type = ASRS 4mm
APENDICE F — Continuagio

CurrentSet = 156 [mA]

; Suppressorl.Carbonate = 0,0

; Suppressorl.Bicarbonate = 0,0

; Suppressorl.Hydroxide = 63,0

; Suppressorl.Tetraborate = 0,0

; Suppressor1.Other eluent = 0,0

; Suppressorl.Recommended Current = 156
CellHeater.Mode = On

-2.300 Pump Relay 1.Closed Duration=138.00
Concentration = 1.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5

0.000 InjectValve 1.InjectPosition Duration=30.00
InjectValve 2.InjectPosition Duration=30.00
EDetl.Autozero
ED 1.AcqOn
CDetl.Autozero
CD_1.AcqOn

9.000 Concentration = 1.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5

9.010 CurrentSet= 38 [mA]

15.000 Concentration = 15.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5
CurrentSet = 75 [mA]

28.000 Concentration = 30.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5
CurrentSet = 156 [mA]

38.000 Concentration = 63.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5
Concentration = 1.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5

44.000 CurrentSet= 38 [mA]

45.000 ED_1.AcqOff
CD_1.AcqOff
Concentration = 1.00 [mM]
EGC 2.Curve= 5
Column_TC.ReleaseExclusiveAccess
End
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APENDICE G- Problemas e Solugdes nas analises cromatograficas

Nas analises cromatograficas, durante o processo para o desenvolvimento do método
(programa de gradiente, estabilizagdo da coluna, manutengdo do equipamento) houve alguns

ajustes para solucionar os problemas.

Foi observado entre as corridas cromatograficas, que as injegdes anteriores interferiam
nos sinais adquiridos de uma nova injecao, isto ¢, toda vez que se realizava uma nova injegao
o sinal adquirido da primeira injecdo apresentava muito ruido e instabilidade no sinal e
conseqlientemente a amostra injetada era perdida. Para solucionar, foi incrementado em toda
seqiiéncia de injegdes, uma amostra inicial de estabilizagdo contendo agua ultrapura, algumas
amostras de agua durante a sequéncia, “rinse”, assim como, uma amostra pos-corrida com
injecdo de dgua ultrapura. Para uma melhor aquisicdo de sinal, as amostras também foram
injetadas utilizando uma configuragdo mais indicada no amostrador AS-40: i) Inj Type —

Loop; 11) Inj Mode — Prop; iii) Inj/Vial — 1 .

Outro problema era a interrupcdo no final em algumas corridas cromatograficas
provocada por uma falha na supressora, “Suppressor over-current”. A interrup¢do nado afetava
0 cromatograma, pois 0s principais componentes ja tinham sido eluidos, porém na préxima
corrida era necessaria a inser¢do de um novo vial contendo agua ultrapura para ser injetado
antes da amostra da proxima corrida (rinse). O problema foi detectado e solucionado apos
muitas tentativas de ajustes do codigo de programacdo do software. Foi verificado que o
programa de eluicdo em gradiente realizava uma mudanga brusca de concentragdo (63mM
para 1mM de KOH) proximo da finalizagcdo da corrida e a supressora ndo acompanhava a
variagdo. Foi calculado o tempo pelo fluxo a fim de que todo o eluente saisse e dai a
supressora diminuisse a sua corrente. Com o ajuste feito na programagdo nao foi observado
interrupgdes nas corridas cromatograficas, ver em Apéndice F o cddigo com a programacio

para andlise de anions no sofiware Chromeleon.
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APENDICE H- Determinacio de sulfato por espectrofotométria — Hach DR2500

A determinacdo de sulfato foi avaliada a partir de padrdes com concentracao de 1-1000

mg L' medidas

no espectrofotometro Hach DR2500 a 420nm, Figura 1, A faixa com maior

linearidade foi obtida entre 40-200 mg L de sulfato, Figura 2.

Figura 1 — Valores absorbancia para cada concentracéo de sulfato (1-1000 mg L'l).

Absorbancia (u.a.)

Espectrofotometro2- Hach Dr2500.

Equip. 2 - faixa de 1-800 mg L
2,000 L 2
1,800 |
1,600 | *
1,400 L 4
1,200 | L 2
1,000 |
0,800 ¢
0,600 L 4
0,400 ¢
0,200 | "
0,000 4 ! s L
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentragdo (mgL?)

Figura 2 — Valores de absorbancia para cada concentragédo de sulfato (40-200 mg L'l) dentro

da faixa linear de quantificagdo. Espectrofotdmetro 2- Hach Dr2500.

Equip. 2 faixa de 40-200 ppm

y=0,0051x-0,1135
R?=0,9966

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Concentragdo (mg L?)

A funcdo da curva analitica do espectrofotdmetro 2- Hach DR2500 foi y = 0,0051x -
0,1135 com coeficiente de correlagcdo de 0,9966, Figura 2, sendo y= absorbancia e x=

concentracao de

sulfato em mg L™.



ANEXO A - Meio de cultura Desulfovibrio-Broth (DSMZ-63)

Microorganisms

63. DESULFOVIBRIO MEDIUM

Solution A:
K;HPO,

NH,CI

N32$O4

CaCl; x 2 H,0
MgSO0; x 7 H.0
DL-Na-lactate
Yeast extract
Resazurin
Distilled water

Q=N N O IO
ooooco~ool

O
]

Solution B:
FeSO,; x 7 Hzo
Distilled water 1

09
o

Solution C:
Na-thioglycolate
Ascorbic acid
Distilled water 10.

ooo
O b=

Dissolve the ingredients of each solution in the appropriate quantities of water. Bring
solution A to the boil for a few minutes, then cool to room temperature while gassing
with oxygen-free N, gas. Add solutions B and C, adjust pH to 7.8 with NaOH, and
distribute under N, in anaerobic tubes. During distribution continuously swirl the medium

to keep the grey precipitate suspended. Autoclave 15 min at 121°C.

For DSM 12927 supplement medium with 10 g/l NaCl.

© 2010 DSMZ GmbH - All rights reserved
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ANEXO B - Protocolo meio de cultura Postgate-modificado

Para o preparo do meio Postgate-modificado (CARVALHO, 2010) seguir o procedimento

descrito ap6s a Tabela 01. Separadamente preparar uma solugdo estoque de tioglicolato de

sodio (Tabela 02).

Tabela 01 - Composi¢do do meio de cultura Postgate-modificado

Sais e reagentes Quantidade

NaCl 15¢g
KH,PO4 0,5g
NH4Cl 1,0g
NaySOg4 1.0g
CaCl, 1,0g
MgCl,.6H,O 1,83¢g
Extrato de levedura 1,0g
Acido ascorbico 0,1g
C¢H507Naj (citrato de sodio) 6,38¢g
Lactato de sodio 1,75mL
Solucdo de Resazurina 0,025% (p/v) 4mL
FeS0O4.7H,0 0,5g
Volume final 1000 mL

Fonte:CARVALHO 2010.”

Procedimento:

1. Pesar os sais e dissolver em um Becker na ordem representada na Tabela 01 com um

volume minimo de agua;

2. Avolumar para 1000 mL com auxilio de uma proveta;

3. Ajustar o pH para 7,5-8,0 com as solugdes de hidroxido de sodio e/ou acido cloridrico;
4. Distribuir os meios de cultura (10mL) em frascos tipo penicilina, colocar as tampas de

butila e cobrir com papel aluminio;

5. Os frascos de penicilina com o meio de cultura sdo esterilizados por autoclavagdo por

121°C e 1 atm, durante 15minutos.;

2 CARVALHO, A. S. Desenvolvimento e aplicagio da tecnologia de exclusio biocompetitiva para controle da
biossulfetogénese na industria de petroleo. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal da Bahia,

Salvador, 2010.
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ANEXO B — Continuagao

6. Apos a esterilizagdo, lacrar os frascos de penicilina com o alicate de recrave;

~

Armazenar a 4°C;

8. Antes da inoculagdo, adicionar 1ml de solucdo de tioglocolato (Tabela 02) com auxilio

de uma seringa estéril no meio de cultura.

Tabela 02 - Solucao de tioglicolato de sodio

Sais

Quantidade

Tioglicolato de sodio

0,0129 g

Procedimento:

1. Dissolver o tioglicolato de s6dio em um Becker com volume minimo de agua;
2. Esterilizar a solugdo por autoclavagdo por 121°C e 1 atm, durante 15 minutos.
3. Adicionar 1ml da solug@o de tioglocolato para cada 10mL de meio de cultura.
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