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RESUMO

A diversidade das atividades industriais do setor metalurgico, especialmente a
siderurgia, geram diferentes composigdes de efluentes que contaminam o solo, a agua
e a atmosfera. Dentre os efluentes liquidos gerados por estas industrias, chamam a
atencao aqueles com altas concentragdes de cianeto. Este contaminante é altamente
téxico para a vida aquatica e para os seres humanos, podendo causar a morte em
poucas horas apds exposicado. Dessa forma, torna-se indispensavel o tratamento de
efluentes contendo este ion antes da disposicao final. A literatura relata diferentes
tipos de micro-organismos que apresentam rotas conhecidas para degradagao do
cianeto, sendo a bioprospec¢ao uma ferramenta importante para selecionar os micro-
organismos com este potencial, tornando os processos bioldégicos uma aposta
promissora para o tratamento destes efluentes. Em vista disso, o presente trabalho
propde a bioprospecgao de leveduras, bactérias e fungos filamentosos a partir de uma
amostra de reator de lodos ativados para selecionar as culturas com potencial para
crescer na presenca de cianeto. Neste trabalho, o isolamento ocorreu em meio YMA
e LB, posteriormente fez-se o teste de tolerancia em relagao ao cianeto inoculando as
culturas em meio liquido em pH10,0, contendo 0,5 e 40 mg L' de cianeto. Os micro-
organismos que se mostraram resistentes a alta concentragdo do ion foram
caracterizados morfologicamente e bioquimicamente. Os resultados deste trabalho
foram promissores, obtendo boa adaptagcdo de 7 culturas microbianas sendo 5
bactérias e 2 leveduras. Todas as bactérias encontradas foram Gram-negativas e
apresentaram morfologia de bastonete e cocos. Os ensaios cinéticos mostraram que
o isolado de bactéria (B5) e as leveduras (L5, L6) apresentaram maior velocidade de
crescimento em meio contendo cianeto, sendo estes com maior potencial para

biodegracao do ion em efluentes industriais.

Palavras chave: Cianeto, isolamento, leveduras, bactérias.



1. INTRODUGCAO

O cianeto é um composto que possui uma ligagéao tripla entre o carbono e o
nitrogénio. Pode se apresentar na forma de cianeto de hidrogénio que em pH inferior
a 9,3 é volatil, também pode ser encontrado como cianeto de sddio e cianeto de
potassio que sdo de uso comercial ou estdo associados para uso direto em cadeias
produtivas (SCHNEIDER, 2009).

O setor metalurgico tem destaque no Brasil devido ao crescimento expressivo
e a grande importancia para a economia, uma vez que apresenta uma vasta cadeia
produtiva. A diversidade das atividades industriais desse setor gera diferentes
composicdes de efluentes que contaminam o solo, a dgua e a atmosfera. Alguns
processos chamam a atengao por gerar efluentes com altas concentragdes de cianeto
(BOSON, 2008).

A siderurgia é uma das ramificagbes do setor metalurgico, sendo a mais
expressiva em termos de volume e diversidade de produtos. E considerado um setor
altamente poluidor com uma demanda de 100 a 200 m? de agua por tonelada de ago
produzido. O processo desse setor que contribui para gerar os efluentes com maiores
cargas de compostos toxicos € a coqueria, no qual uma mistura de carvdes é aquecida
a uma temperatura superior a 1.000°C para produzir o coque, importante combustivel

para a producao de ferro gusa (SANTOS, 2014).

A produgdo do coque gera grande quantidade de compostos volateis que n&o
podem ser langados na atmosfera, dessa forma os gases emitidos nas coquerias sao
lavados, através do uso de jatos de agua, resultando em uma agua contaminada com
cianeto, hidrocarbonetos, fendis, entre outros compostos. Esse processo gera em
média 0,5 m3 de efluente por tonelada de coque produzido. Além da produgdo de
coque, a producao de ferro também gera efluentes liquidos com alta carga de
compostos toxicos, pois a agua de lavagem do gas de alto forno também sera

contaminada por aménia, fenol e, principalmente, por cianeto (SANTOS, 2014).

Outra vertente do setor é a galvanoplastia, sendo este um processo altamente
poluidor, ja que os residuos gerados podem conter metais como cadmio e chumbo,

ions toxicos como cianeto, sulfeto e fluoreto. Em efluentes desse setor, o cianeto pode



atingir concentragdes de 20 a 30 mg L', necessitando de tratamento para enquadrar
aos padrdes de lancamento exigidos pela legislacédo (SANTOS, 2010).

A principal preocupacédo em relagéo ao cianeto presente em aguas residuarias
deve-se ao fato de ser altamente toxico. O cianeto livre (CN-), em concentracdes da
ordem de 0,005 a 0,007 mg L' sdo absorvidos pelos animais aquaticos afetando a
reproducgido e nado, enquanto valores superiores a 0,200 mg L' s3o letais para todo
ecossistema aquatico (EISLER, 1991; ZACARIAS, 2009).

Ja o acido cianidrico (HCN) € um composto volatil em pH menores que 9,3. Ele
pode ser absorvido pelo corpo humano por inalagao, ingestao e por contato. Doses
de 50 mg L' resultam em convulsbes, confusdo mental e quando superiores a
100 mg L' levam a morte por bloqueio da cadeia respiratéria (YOUNG e JORDAN,
1995).

A bioprospecgdo € uma ferramenta de grande importancia para auxiliar no
isolamento, seleg¢édo e padronizagdo de micro-organismos, resultando em bancos de
colegdes essenciais para o desenvolvimento de novas tecnologias. Contribui para o
desenvolvimento de areas como saude, alimentos e meio ambiente, com destaque
para o tratamento de aguas residuarias industriais que contém uma diversidade de
contaminantes toxicos e de dificil biodegradacdo (FERREIRA e SAMPAIO, 2013).

Dessa forma, como o cianeto € um composto altamente perigoso, 0 mesmo
necessita ter suas concentragdes reduzidas nos efluentes liquidos industriais antes
do langamento destes nos corpos receptores. Diversos processos fisico-quimicos sao
descritos, no entanto, possuem custos elevados e muitas vezes nao eliminam o
cianeto, apenas o transferem de fase ou geram compostos ainda mais téxicos (SMITH
e MUDDER,1991; DUTRA et al., 2002). Assim, as propostas para o desenvolvimento
de um processo biolégico de remocgao de cianeto sdo atrativas, uma vez que estes
processos, geralmente, possuem custos inferiores aos fisico-quimicos e também
conduzem a mineralizacdo do composto. Em vista disto, torna-se imperativa a busca
por micro-organismos capazes de utilizar o cianeto em seu metabolismo. O presente
trabalho buscou efetuar a bioprospec¢ao de micro-organismos com potencial para
degradar o cianeto, a partir de uma amostra de um reator de lodos ativados que trata

efluentes da industria siderurgica.



2. REVISAO DA LITERATURA

O Brasil € um pais que promove alta exploragdo do setor minero-metalurgico
por ser abundante em matéria prima, com destaque para a industria siderurgica.
Essas industrias apresentam um grande potencial poluidor, especialmente a
siderurgia, através dos processos de produgao de coque e ferro gusa que, gera
efluentes com elevadas concentragdes de cianeto. Uma vez que a presencga deste ion
nos corpos de agua causa uma série de danos ao ecossistema e que o mesmo pode
ser letal aos seres humanos, os 6rgaos ambientais controlam a geragéo e disposigcéo
dos efluentes que o contenham, dispondo de parametros para enquadramento dessas
aguas residuarias antes de serem langadas nos corpos receptores (SANTOS, 2010).
Com isso, muitos estudos sédo elaborados com a intengdo de mitigar o potencial
poluidor desses segmentos de forma econdmica e de facil implementagéo, sendo os
processos biolégicos atrativos devido aos menores custos, em relagdo aos processos
fisico-quimicos, e a possibilidade de consumo deste ion no metabolismo microbiano,
incorporando seus atomos na produgdo de biomassa microbiana sem nenhuma
toxicidade (SMITH e MUDDER,1991; DUTRA et al., 2002).

2.1 Cianeto

O cianeto (CN) € um composto que possui uma ligagao tripla entre o carbono
e 0 nitrogénio. As formas mais comuns de serem encontrados sido cianeto de
hidrogénio (HCN), cianeto de sodio (NaCN) e cianeto de potassio (KCN)
(SCHNEIDER, 2009). O cianeto ¢ dito livre quando o ion CN- é liberado em solugbes
aquosas por dissolugdo. Os compostos de cianeto sdo considerados toxicos e
altamente letais para todo o tipo de vida. O pH igual ou inferior a 9,3 favorece a
formacao de HCN, que é volatil, e sua inalagdo também pode resultar em morte (DAS
e SANTRA, 2011).

Outros compostos que contém o cianeto sao divididos em grupos, os simples
cianetados sao sais alcalinos soluveis em agua e que geram cations alcalinos livres
e anions de cianeto. Esse grupo é composto por NaCN, KCN, Zn(CN)2. Ja o grupo

dos ciano-metalicos tem origem na complexacao do ion cianeto e ions metalicos,
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como zinco, ferro, ouro, mercurio, entre outros, sendo estes menos solUveis e mais
estaveis (ARELLANO, 2012).

2.1.1 Legislacédo para o cianeto

A legislacdo ambiental brasileira para descarte de efluentes € amparada por
varias resolugdes do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), entre elas
destaca-se a Resolugéo n° 357, de 2005, atualizada pela Resolugao n°. 430, de 2011,
e que dispde sobre a classificagao dos corpos de agua e as diretrizes ambientais para
0 seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padroes de langamento
de efluentes (SANTOS, 2010).

Para efluentes contendo cianeto, a Resolugdo CONAMA n° 430, de 13 de Maio
de 2011 determina que a concentragdo maxima desse composto para descarte em
corpos receptores deve ser de 1,0 mg L' de cianeto total e 0,2 mg L' de cianeto livre.
No estado de Minas Gerais a regulamentagéo é realizada pela Agéncia Reguladora
de Servicos de Abastecimento de Agua e de Esgotamento Sanitario do Estado de
Minas Gerais (ARSAE-MG), que em sua Resolugao n° 015, de 24 de janeiro de 2012,
determina o limite de 5,0 mg L' de cianetos totais para langamento de efluentes ndo

domésticos em sistema de esgotamento sanitario.

2.1.2 Toxicidade

O cianeto oferece risco para todas as formas de vida tanto se for inalado ou
ingerido. Para os seres humanos, o contato com uma dose pequena pode causar dor
de cabega, nausea, desmaios e confusdao mental. Ja elevadas concentragdes podem
causar taquicardia, dispneia e ser fatal (EISLER, 1991). Quando o pH do meio atinge
valores iguais ou inferiores a 9,3 a formagao do HCN é favorecida, sendo este um
composto volatil e letal para seres humanos quando inalado em concentragdes entre
100 a 300 mg L-'. Esse &cido liga-se ao Fe3* da citocromo c oxidase bloqueando a
cadeia respiratoria. Assim, ocorre a competicdo com o oxigénio durante a sua
absorgao pelos tecidos, limitando as capacidades fisicas do individuo (ZACARIAS,
2009).



Em plantas, a tolerancia ao cianeto varia entre 0,018 mg L' a 0,043 mg L.
Valores acima desse limite promovem a inibigdo da cadeia respiratoria, uma vez que

o cianeto compromete a fosforilagado oxidativa (ARELLANO, 2012).

Além disso, o cianeto afeta diretamente a vida aquatica, uma vez que o0 mesmo
€ soluvel em agua liberando o CN-. Além disso, quanto menor o pH da agua, mais
HCN nao dissociado estara presente. A exposicdo em concentragdes da ordem de
0,005 a 0,007 mg L' influenciam na mobilidade dos animais aquaticos e valores acima
de 0,200 mg L' s30 fatais para esses seres (EISLER, 1991; PANTAROTO, 2001).

A legislagdo em vigor estabelece o valor maximo em que esses compostos
podem chegar ao corpo receptor. O maior rigor deve-se ao dano potencial que essas
substancias podem desencadear quando expostas ao meio ambiente (MILLER e
PRITSOS, 2001). Varios acidentes envolvendo contaminagdo por cianeto ja foram

relatados na literatura, sendo alguns relatados a seguir.

A bacia de conteng¢do da Omai Gold Mines Ltd. rompeu contaminando o rio
Omai, na Guiana, com 2,9 milhdes de toneladas de efluente contendo cianeto e metais
pesados. Apds a contaminagao, toda a comunidade ao redor do rio precisou receber
agua potavel. Nao houve contabilizacdo dos animais afetados (SIMAS, 2007).

Em Teberebie (Africa do Sul) uma barragem de rejeitos com alta carga de
cianeto, oriundos da produgéo de ouro, rompeu, contaminando o rio Angonaben em
1997. Ap6s quatro anos, a bacia da South African Company contaminou o rio Asuman.
Ambos os rompimentos acarretaram a morte de milhées de animais e comprometeram

as plantagdes proximas aos rios (Dutra et al., 2002).

Nos anos 2000, uma empresa de mineragdo de ouro contaminou o rio Tisza
localizado na Roménia. Cerca de 100 m?3 de uma solugdo contendo cianeto causou a
morte de 15 toneladas de peixes comprometendo todo o ecossistema do rio (DUTRA
et al., 2002).

A bacia hidrografica do rio Sinos, em 2006, foi contaminada por cianeto
causando a morte de varios animais e plantas aquaticas. A concentragédo do cianeto
em alguns trechos atingiu valores de 0,750 mg L', sendo que a ingestdo de 0,5 mg
de cianeto é suficiente para matar um adulto (SCHNEIDER, 2009).



Em 2010, a empresa hungara MAL Zrt., dona de uma unidade de fabricagao de
aluminio, viu a sua barragem de lama romper e atingir 320 km do rio Danubio na
Europa, contaminando o rio com concentragbes elevadas de cianeto. A polui¢ao
ocasionou na morte de 4 pessoas e no comprometimento de toda a fauna e flora ao
redor do rio (MILLER e PRITSOS, 2001).

Dessa forma, € notavel que o despejo imprudente de efluentes cianetados, sem
tratamento prévio, em corpos d’agua acarreta na morte de peixes e plantas, podendo

contaminar o solo e comprometer a vida humana.

Apesar dos riscos ofertados, muitas industrias necessitam empregar o cianeto
em sua cadeia de produgdo. Estima-se que sdo gerados 2,6 milhdées de toneladas de
produtos de cianeto por ano (SIMAS, 2007). Segundo Young e Jordan (1995) somente
20% do cianeto produzido é destinado as mineradoras, enquanto 80% de toda a
producdo sao utilizados nas industrias de corantes, tintas, pesticidas, fertilizantes
entre outros processos e, inevitavelmente, parte do mesmo ira compor os efluentes

gerados por estas atividades.

2.1.3 Geracédo de efluentes contaminados por cianeto

O cianeto pode ser aplicado em diferentes processos como insumo ou pode ser
gerado como subproduto. A industria de galvanoplastia € uma das industrias que
produz efluentes com maiores concentragbes desse composto. Os processos
empregados neste tipo de industria consistem na deposi¢do de uma camada de metal
em uma superficie de forma a oferecer protecédo contra corrosdo e maior durabilidade
dos produtos metalicos. O ion CN- é adicionado como um sal basico, sendo usado
como complexante associado ao ouro, zinco ou prata (WIERCINSKI, 2015). O
processo de galvanoplastia usando cianeto apresenta como vantagem a elevada taxa
de reposicdo metalica, facilidade de controle do processo e manuseio de
equipamentos simples (SILVA et al., 2006). Assim, a galvanoplastia gera efluentes
téxicos contendo residuos de cianeto advindos de banhos de eletrodeposicao e
tanques de lavagem. O tratamento mais comum é baseado em métodos fisico-

quimicos que apresentam como desvantagem a geragao de lodo contaminado. A



oxidagao com hipoclorito de sdédio € uma alternativa de tratamento ineficiente, uma

vez que essa metodologia ndo oxida o cianeto em sua totalidade (SANTOS, 2010).

Outro processo que faz uso do cianeto é a extragao do ouro por lixiviagao, no
qual o cianeto atua como agente complexante, auxiliando na solubilizagdo do ouro
contido nas particulas minerais (ROENICK, 2013). Este processo gera um grande
volume de cianeto residual. O residuo contaminado com o cianeto pode ficar exposto
no meio ambiente para que ocorra sua oxidagdo espontdnea e posteriormente
adicionam-se carbonatos que promovem a estabilizagcdo do cianeto oxidado. Essa
metodologia apresenta como desvantagem a geragao de uma lama téxica e a cinética
de oxidagao extremamente lenta (ANDRADE e MARTINS, 2005). Como opgéo, alguns
estudos indicam que o cianeto residual pode ser encaminhado para reatores
bioldgicos onde serédo oxidados pelos micro-organismos a CO:2 e ureia (MADIGAN et
al., 2010).

Em siderurgias os efluentes liquidos sdo gerados no processo de produgéo do
coque e na produgao de ferro gusa no alto forno. Em ambos processos, ocorre
lavagem dos gases gerados sendo a agua contaminada com hidrocarbonetos, fendéis,
benzeno, aménia, entre outras substancias, incluindo o cianeto (SANTOS, 2010).

2.1.4 Tratamento e efluentes contendo cianeto

Existem muitos processos para tratar efluentes contendo cianeto de forma a
reduzir os seus impactos no meio ambiente (SMITH e MUDDER,1991; DUTRA et al.,

2002). A Tabela 2.1 apresenta os principais métodos aplicados nas industrias.

Muitos dos métodos expostos resultam em implicagdes ambientais ainda mais
severas que a propria presenga do cianeto em si. Outros demandam elevadas
quantidades de reagentes, elevando o custo do processo ou apresentam uma cinética
de reacéo lenta requerendo um longo tempo de residéncia. Nesse contexto, insere-se
a importancia de estudar métodos de tratamento de efluentes que possam garantir
qualidade ambiental, aliando baixos custos e alta eficiéncia de remocao, podendo os

métodos bioldgicos oferecerem todas estas vantagens (FEITOSA et al., 2002).



TABELA 2.1: Principais métodos aplicados em industrias para remover o cianeto
presente no efluente (Adaptado de Schneider, 2009).

Metodologia Principio Metodologia Principio

Oxidagao do cianeto por

= cloro gasoso resultando
e ) ~ Cloracao ~
Volatilizagao através da absorgéo do Alcalina em sua degradagéao

COz2 atmosférico. gerando didxido de
carbono e nitrogénio.

Neutralizagéo da agua

~ i A coluna apresenta um
O carvao fornece sitios .
~ ligante para recuperar o
para adsorgao do . L
~ : cianeto. A eluicdo da
Carvao cianeto ou pode ser A e .
Ativado usado como Troca Iénica resina é feita com acido
X diluido em contato com
catalisador do .o
o uma solugao caustica para
processo de oxidagao.

liberar os ions adsorvidos.

Adiciona-se coletores que
dao carater hidrofébico a

Presenca de uma solugdes de cianeto. Ao
. =~ populagdo microbiana Flotacao introduzir uma corrente
Biodegradacgao . o
estavel que possa I6nica gasosa, o complexo
metabolizar o cianeto. adsorve na interface
liquido-gas e é removido
fisicamente.

2.2 Biodegradacéo do cianeto

Muitos micro-organismos toleram a presencga do cianeto e de outros compostos
toxicos em efluentes. Alguns fazem uso do cianeto através de assimilagéo e outros
podem adquirir resisténcia a esse ion (LINARDI et al., 1995). A Tabela 2.2 apresenta
0s principais micro-organismos, referenciados na literatura, com potencial para
biodegradar o cianeto e compostos relacionados.



TABELA 2.2: Principais micro-organismos estudados que apresentaram potencial de
biodegradagdo ou assimilagdo de compostos contendo cianeto (Adaptado de
Pantaroto, 2001).

Micro-organismos Autores

Penincillum sclerot{u, Lactgba_c://us plantaru, LEI et al., 1999
Candida tropicalis
Klebsiella planticola HOPE e KNOWLES, 1991

HARRIS e KNOWLES,
Pseudomonas fluorescens

1983
Aspergillus niger GOMES et al., 1998
Fusarium, sp. OLIVEIRA, 2003
Rhodotorula rubra LINARDI et al., 1995
Rhodococcus MANIYAM et al., 2013
Firmicutes NOVAK et al., 2013
Methanosarcina sp. NOVAK et al., 2013
Rhizobium ORS571 STAM et al., 1985

A evolugcdo de sistemas enzimaticos de células procariotas e eucariotas
permitiu que os micro-organismos se adaptassem ao meio em que estdo submetidos.
Pode-se tomar como exemplo 0os micro-organismos presentes em sistemas de lodos
ativados, eles permanecem em contato com diversas substancias e podem induzir via
respiratoria alternada ou direcionar uma rota metabdlica para uso de determinados
compostos como fonte de carbono e energia (JENSEN e ABDEL, 1979; LINARDI et
al., 1995).

O metabolismo do cianeto € bem estudado em fungos. A literatura relata que
este ion pode ser metabolizado por quatro diferentes rotas: (i) as reag¢des hidroliticas,
para obtengdo de formiato e amoniaco; (ii) as reagées oxidativas que produzem
aménia e dioxido de carbono; (iii) a via redutora que é derivada da agao da
nitrogenase, e os produtos sdao amdnia e metano e (iv) as reagdes de substituicéo e
transferéncia que geram compostos intermediarios (SCN- e SOz"). Posteriormente, os
produtos de cada via podem ser degradados a NHs e COz2 (EBBS, 2004).



A literatura também descreve que bactérias podem desenvolver resisténcia ao
cianeto, transformando-o a compostos nao-tdoxicos. Um exemplo desse processo
ocorre devido a presenga da enzima rodanase descrita em Thiobacillus denitrificans,
Bacillus subtillus e Escherichia coli. Esta enzima é responsavel por catalisar a reagao
entre o cianeto e o tiossulfato gerando tiocianato e sulfito (PANTAROTO, 2001).
Klebsiella planticola foi capaz de crescer em meio anaerébio usando cianeto como
fonte de nitrogénio, para isso, ela metabolizou 0 composto gerando a amdnia para
obtencgao do nitrogénio (HOPE e KNOWLES, 1991).

Os principais micro-organismos, com potencial de utilizagdo de cianeto e
derivados, citados na literatura e suas faixas de pH 6timo de crescimento estao
listados na Tabela 2.3 (KAO et al., 2003 e DASH et al., 2009).

TABELA 2.3: Micro-organismos com potencial para a biodegradagao do cianeto e seu
pH de atuacao (KAO et al., 2003 e DASH et al., 2009).

Composto Micro-organismo pH

Pseudomonas sp. 9,2-11,4
Cianeto

Methylobacterium sp. 8,0
Fusarium solani 9,2-10,7

Escherichia coli 9,2
Stemphilium loti 6,5-7,5

Cianeto de potassio

Pseudomonas acidovorans 7,1-91
Bacillus pumilis 8,5-9,0

Klebsiella oxytoca 7,0

B. stearothermophillus 7,8

Cianeto de sodio Pseudomonas
: 9,5
pseudoalcaligenes
Complexo ciano-metalico Trichoderma spp. 6,5
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Dessa forma, é notavel que a diversidade de micro-organismos, com potencial
para a biodegradacéo de cianeto, é alta e o desenvolvimento de um processo bioldgico

para remog¢ao do mesmo de aguas residuarias € atrativo.

2.3 Bioprospecgao

Bioprospeccao € o termo usado para definir qualquer atividade exploratdria que
visa identificar um componente pertencente ao patriménio genético que tenha um
valor econdmico agregado (FERREIRA e SAMPAIO, 2013). A utilizacdo da atividade
biolégica é amparada por tratados que se baseiam no uso sustentavel dos recursos
naturais e de estratégias de conservagcdo e regulamentagcdo ao acesso a esses
recursos (AZEVEDO, 2003).

A bioprospecgao € uma ferramenta importante para o desenvolvimento de
processos bioldgicos de tratamento de efluentes, uma vez que varios residuos
descartados no meio ambiente podem ser degradados por diversos tipos de micro-
organismos. A atividade microbiana pode gerar: (i) subprodutos com valor econémico
agregado, como as lipases geradas por fungos filamentosos ao degradar 6leo; (ii)
insumos que retornam ao processo, como a degradagédo de matéria lignocelulésica
direcionada a produgéo de etanol; (iii) redu¢cdes de problemas ambientais como a
insercao da etapa biolégica no tratamento de esgoto reduzindo as concentragdes de
matéria organica (PANTAROTO, 2001; MATIENZO, 2002).

A primeira etapa do processo de bioprospecgao envolve a coleta de amostra
ambiental, seguida do isolamento e selecdo de micro-organismos, sua posterior
identificacdo através da caracterizagdo morfolégica e fisiologica, a adaptagdo a
diversos meios de cultivo e parametros de processo, como pH e temperatura, € o uso
da cepa para a finalidade desejada (AMORIM, 2014). Os micro-organismos
selecionados nestes processos podem ser fungos filamentosos, leveduras ou
bactérias (QUEISSADA, 2009).

Os fungos sao agrupados em diferentes classes de acordo com suas
caracteristicas, como os Quitridiomicetos, Zigomicetos, Glomeromicetos, Ascomietos,
Basidiomicetos. Sao micro-organismos que tém como caracteristica a secregao de

enzimas extracelulares que digerem compostos organicos complexos, os produtos
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dessa digestao sao captados por suas células para obtencao de fontes de carbono,
nitrogénio e energia (MADIGAN et al., 2010).

As leveduras sao fungos unicelulares da classe Eumycota, que tém como
subgrupos os Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromyetes. Apresentam
reproducdo por brotamento ou por fissdo. Varias leveduras podem formar hifas ou
pseudo-hifas, que sdo uma cadeia alongada de brotos (MATIENZO, 2002; AMORIM,
2014).

As Bactérias sao seres procariotos encontradas na forma de cocos, bacilos,
bacilos torcidos que originam os espirilos e algumas formas peculiares como as
espiroquetas. S&o divididas em Gram positivas e Gram negativas através da
diferenciagdo da parede celular, que caracteriza as bactérias Gram positivas devido a
espessa camada de peptideoglicano (QUEISSADA, 2009).

O isolamento e a caracterizagdo desses micro-organismos abrem portas para
desenvolver os processos biolégicos de tratamento de efluentes, que melhor se
adequem as caracteristicas e necessidades das aguas residuarias geradas pelos mais
diferentes tipos de industrias.

2.4 Metodologias de caracterizagdo microbioldgica

O processo de caracterizagdo de micro-organismos previamente isolados exige
que a manipulagao ocorra de forma estéril sendo necessario garantir as condigdes
ideais de cada cultura. Existem duas formas de caracterizar os micro-organismos,
através da microbiologia classica dependente de cultivo ou usando técnicas de

biologia molecular independentes de cultivo (MADIGAN et al., 2010).

2.4.1 Caracterizacdo usando a microbiologia classica

A microbiologia classica depende de meios de cultivo especificos para avaliar
as reagobes bioquimicas dos organismos. Os meios podem ser classificados como (i)
enriquecidos, que otimizam o crescimento de diversos micro-organismos; (ii) seletivos,
que favorecem o crescimento de determinado micro-organismo, enquanto inibem o

crescimento de outro e (iii) diferenciais, que se baseiam em indicadores, como
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coloragao da cultura ou formacgao de halos para identificagdo de espécies ou grupos
microbianos (MADIGAN et al., 2010). A Tabela 2.4 apresenta as principais

metodologias usadas para caracterizar bactérias, baseadas em reagdes bioquimicas.

TABELA 2.4: Metodologias usadas para caracterizagdo bioquimica de bactérias
(Adaptado de MADIGAN et al., 2010).

Método Principio Método Principio
Inocula-se a cultura em Meio contendo triptofano.
meio contendo o agucar ApOs 24 horas adiciona-

Fermentacao de de interesse em pH se reagen~te de K_ovac. A
carboidratos neutro, acrescido de Indol degradacao do triptofano
vermelho de fenol. gera indol que produz um
Alteragao da coloragao e anel réseo na superficie
producdo de gas. da cultura.
Adicdo de H202 em uma Meio rico em glicose
Catalase Iém_ina com cultuNra Vermel!'lo acrescido com ver[nelho
bacteriana. Produg¢do de de metila de metila. Alteracédo da
bolhas. coloracao.
Meio uréia, apds 24h
Meio Citrato de Simmons adiciona-se vermelho de
acrescido de azul de fenol. A presenca de
Citrato bromotimol. O consumo Urease amonia indica a
de citrato alcaliniza o meio degradagao da ureia e
que altera a cor. eleva o pH gerando
coloragao rosa.
Meio contendo
Beta- ortonitrofenil-Beta- Caldo MR-VP.
. galactosideo. A Beta- Voges- Identificagdo de acetoina
galactosidase . - . ~
galactosidase originao  Proskauer devido a produgédo de um
(ONPG) ) ;
nitrofenol produzindo anel vermelho.

coloragdo amarela.

Segundo Mautone (2008) e Moreira et al., (2010), os testes apresentados na

Tabela 2.5 séo indicados para caracterizar leveduras.
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TABELA 2.5: Metodologias indicada para caracterizagdo bioquimica de leveduras

(Adaptado de MAUTONE, 2008 e MOREIRA et al., 2010).

Método

Principio Método

Principio

Teste de
fermentacao

Assimilagao
de fontes de
carbono

Assimilagao
de
nitrogénio

Produgao
de urease

Meio rico em glicose
contendo o tubo Durham. Crescimento
A fermentacédo da glicose em diferentes
leva a produgédo de gas  temperaturas

gue acumula no tubo.

Inocula-se o micro-
organismo em agua
destilada por 2 dias. Tolerancia ao
Semeadura em placas NacCl
com diferentes fontes de
carbono por 21 dias.

Idem ao anterior variando Tolerancia a
as fontes de nitrogénio. glicose

Meio YCB-Ureia acrescido
de fucsina até obter
coloragdo rosa. A
presenga de urease vira a
coloragdo de rosa para
branco.

Variagao da temperatura
em uma faixa que pode
abranger de 28 a 45°C.

Meio YEPG acrescido de
NaCl em diferentes
concentragoes.

Meio YEPG acrescido de
diferentes concentragdes
de glicose.

Para fungos filamentosos indica-se a caracterizagdo morfoldgica utilizando a

técnica de microcultivo. Esta técnica € usada para identificagdo de pseudo-hifas ou

hifas verdadeiras. Corta-se o agar solidificado em uma placa de petri, em forma

quadrada, inocula-se o fungo nas bordas deste quadrado e coloca-se uma laminula

previamente estéril sobre o meio cortado. Apds 7 a 14 dias, analisa-se a laminula
através da microscopia 6ptica (MAUTONE, 2008).

2.4.2 Caracterizacdo usando a biologia molecular

Com o avango da genética, a biotecnologia e a biologia molecular ganharam

espacgo permitindo que os micro-organismos pudessem ser identificados e agrupados

14



de acordo com as ferramentas da engenharia genética (MADIGAN et al., 2010 e
FELESTRINO, 2013). Os avangos das metodologias de sequenciamento de DNA
permitem que uma série de genomas sejam conhecidos e, dessa forma, diversas
espécies microbianas podem ser identificadas independentemente de serem
cultivadas em laboratério (AMORIM, 2014). Varias tecnologias de sequenciamento de
DNA s&o descritas na literatura, sendo algumas delas apresentadas a seguir.

2.4.2.1 Método didesoxi de Sanger

Frederic Sanger desenvolveu uma metodologia para analisar fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos marcados radioativamente. Os fragmentos do DNA
recebem os ddNTPs (didesoxirribonucleosideos trifosfatados) de forma aleatéria, e a
sua incorporagao provoca o término da polimerizagao da fita de DNA. Os fragmentos
sdo separados por eletroforese e os géis séo revelados por raio X, em quatro rea¢des
correspondentes ao término de cada uma das bases adenina, timina, guanina, citosina
(MADIGAN et al., 2010).

2.4.2.2 Sequenciamento automatico

Baseia-se no método didesoxi, proposto por Sanger, fazendo a troca dos
marcadores radioativos por corantes fluorescentes. A separagdo dos fragmentos
ocorre por eletroforese capilar e a fluorescéncia dos ddNTPs é detectada por
espectroscopia de fluorescéncia. Cada base € associada a uma cor distinta e o
equipamento detecta a fluorescéncia indicando a sequéncia da cadeia que é

complementar & usada como molde (MATIENZO, 2002).

2.4.2.3 Pirossequenciamento

O DNA é fragmentado em segmentos com cerca de 100 bases, cada fragmento
€ imobilizado em uma esfera que sao depositadas em uma placa de fibra 6ptica
contendo um milhdo de pogos e cada pogo é suficiente para uma unica esfera,
posteriormente estes fragmentos sdo amplificados e apds amplificagéo procede-se a

reagcao de sequenciamento, na qual a identidade do nucleotideo é revelada pelo
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pareamento de bases. Os nucleotideos sao aplicados sobre a placa separadamente
e as reagdes de sequenciamento ocorrem de forma simultdnea. Cada vez que um
nucleotideo € incorporado na fita complementar, uma molécula de pirofosfato é

liberada emitindo luz devido a agao da enzima luciferase (MATIENZO, 2002).

Nota-se que o cianeto € um composto de uso intensivo nas industrias ao
mesmo tempo que é um dos maiores poluentes ambientais. O risco iminente de
barragens de contengao, contendo lama téxica, torna imperativa a necessidade de
tratamento destes efluentes contendo cianeto e seus derivados. Nos ultimos anos, o
tratamento biolégico tem sido um processo difundido para tratar aguas residuarias de
diferentes composicdes e, dessa forma, a busca de espécies com capacidade de
degradar compostos toxicos, através da bioprospecg¢do, € ponto fundamental no
desenvolvimento destas tecnologias. Para isso, faz-se necessario isolar e caracterizar
micro-organismos de areas afetadas, aliando as técnicas da biologia molecular com a
microbiologia classica, gerando ndo s6 o conhecimento das espécies envolvidas, mas

também avaliando a bioquimica e fisiologia das mesmas.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

O setor metalurgico estd em constante crescimento sendo um dos segmentos
com maior demanda e geragao de cianeto. Desde 2010, as industrias siderurgicas
desfrutaram de um aumento na produgdo do ago que atingiu 1,5 bilhdo de
tonelada/ano em 2013. Esse aumento reflete diretamente no aumento de efluentes
gerados por esse segmento (SOUZA, 2014).

A industria siderurgica € considerada como um dos ramos mais poluentes,
quando comparada com todos os outros setores da metalurgia. E a coqueria é o
potencial poluidor gerando efluentes liquidos com teor de cianeto na ordem de 10 a
50 mg L-1, fenol de 500 a 1000 mg L-1 e cloreto de 4.000 a 4.200 mg L-1. A
concentracgao de cianeto em efluentes que serdo langados nos corpos receptores deve
ser adequada a Resolugdo CONAMA 430 de 2011 que determina um valor maximo
de 0,2 mg L' (PRASAD et al., 1991).

O tratamento do cianeto presente no efluente siderurgico é realizado por
métodos fisico-quimicos que oxidam esse composto aplicando agentes oxidantes no
meio. As solugbes mais empregadas sao cloreto de ferro(lll) ou sulfato de ferro(lll).
No entanto, esses processos n&o atingem o limite de ideal para descarte,

necessitando de metodologias que possam ser mais eficientes (SANTOS, 2010).

Uma alternativa ao tratamento fisico-quimico é o tratamento biolégico. Para
isso, deve-se selecionar micro-organismos tolerantes e que podem ter potencial de
induzir vias de degradagao do composto de interesse (LIMA, 2010). Dessa forma, a
bioprospecgéo é uma ferramenta importante para isolar micro-organismos que tenham
a capacidade de tolerar, adquirir resisténcia ou metabolizar esse composto. A selegao
microbiana se torna atrativa para desenvolver mecanismos de remocgao bioldgica, uma

vez que sao processos econdmicos de elevada eficiéncia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Isolar micro-organismos que apresentem potencial para crescer em meio contendo o
cianeto a partir de amostra de reator biolégico de lodos ativados de uma industria

siderurgica.

4.2 Objetivos especificos

v Isolar micro-organismos de uma amostra de reator de lodos ativados de uma
industria siderurgica, utilizando a técnica de esgotamento por estrias.

v Caracterizar as colOnias isoladas em relagéo a sua morfologia e fisiologia.

v' Testar a tolerancia das culturas isoladas em meio contendo concentracdes
crescentes de cianeto, em pH 10,0.

v Avaliar o crescimento das culturas isoladas em meio contendo 40 mg L' de

cianeto, em pH 10,0.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Isolamento Microbiano

Inicialmente coletou-se uma amostra de 100 mL de um reator de lodos ativados
de uma industria siderurgica. O crescimento microbiano foi realizado inoculando 1 mL
da amostra bioldgica em placas de Petri contendo meio agar YMA e LB (a composigéo

dos meios esta descrita em Anexo I). As placas foram incubas a 30°C durante 7 dias.

Apds o crescimento das culturas, os micro-organismos com caracteristicas
visuais distintas foram coletados de forma asséptica utilizando alca de platina e
transferidos para os respectivos meios (YMA e LB). O isolamento foi realizado pela

semeadura por estrias em placas de Petri.

5.2 Anadlise de tolerdancia ao cianeto

O teste de tolerancia foi realizado adicionando aos meios YM e LB duas
concentragdes de solugao de cianeto diferentes, sendo uma concentragdo minima de
0,5 mg L' e uma concentragdo maxima de 40 mg L-'. Os micro-organismos que
cresceram em 40 mg L' de cianeto foram selecionados e adaptados. Como ha risco
de volatilizacdo de HCN em pH abaixo de 9,3, todos os testes foram realizados em
pH 10,0, sendo as culturas de bactérias e leveduras isoladas previamente adaptadas
a esta condigdo.

As culturas de bactérias (B1, B5) e as leveduras (L5, L6) foram inoculadas em
caldo YM de acordo com meio no qual foi realizado o isolamento. Enquanto as culturas
bacterianas (B2, B3, B4 e B6) foram inoculadas em meio LB. Todas as culturas foram
mantidas em shaker a 30°C e 180 min-'. O crescimento foi avaliado pela determinagéo
da densidade 6ptica a 560 nm, para o caldo YM acrescido de cianeto e a 600 nm para
o caldo LB acrescido de cianeto. Os micro-organismos que toleraram o cianeto foram

caracterizados de acordo com a morfologia e fisiologia.

19



5.3 Caracterizagao dos micro-organismos isolados

5.3.1 Caracterizacdo Bacteriana

As colbnias de bactérias isoladas foram cultivadas em meio YM e LB acrescidos

de cianeto e identificadas utilizando a letra “B” seguida de numeragao sequencial.

5.3.1.1  Caracterizagdo morfolégica bacteriana

Observou-se visualmente as principais caracteristicas macroscopicas das
colbnias isoladas, segundo Matienzo (2002) apud Barnett et al., (1990): cor da
cultura, se possui brilho ou € opaca, com formato circular ou oval, podem apresentar
margem regular, ramificada ou irregular. A superficie pode ser lisa ou rugosa, com
uma elevagdo plana ou convexa, além de analisar a consisténcia (cremosa,

membranosa, seca).

Posteriormente, fez-se a analise microscopica das coldénias de bactérias
através da técnica de coloracédo pelo método de Gram. O preparo das |laminas foi
feito apds higienizagdo das mesmas com alcool 70% e flambagem em um bico de
Bunsen. Colocou-se uma gota de solugdo salina e transferiu-se uma porgédo da
colbnia previamente isolada para a lamina fazendo movimentos circulares. A lamina
ficou exposta ao ar por cerca de 3 minutos para secar e posteriormente foi flambada
para fixar o esfregago. Aplicou-se, sobre o esgregaco, cristal violeta com um tempo
de reacdo de um minuto, lavou-se com agua destilada e aplicou-se lugol por um
minuto e meio, novamente lavou-se a lamina com agua, alcool acetonado, e agua
novamente e, em seguida, aplicou-se safranina durante 30 segundos, lavando com
agua novamente. A lamina foi secada ao ar e levada ao microscopico Optico para

identificacéo do teste Gram e analise da morfologia.

5.3.1.2  Caracterizagao bioquimica

De acordo com Matienzo (2002) apud Barnett et al., (1990), as coldnias foram
repicadas 48 horas antes da realizacdo dos testes bioquimicos. Todos os meios de
cultura e reagentes utilizados para inocular as coldnias estdo descritos no Anexo |.

Todos os meios foram previamente esterilizados e as colénias foram transferidas para
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os mesmos de forma asséptica utilizando uma alca de platina. As amostras foram

incubadas em estufa a 30°C durante dois dias.

i) Producédo de Indol: Preparou-se o caldo triptofano e verteu-se 5 mL em tubos

de ensaio contendo tampa. Inoculou-se as culturas bacterianas nos tubos
identificados e as amostras foram incubadas. Decorrido o tempo de incubacao,
adicionou-se trés gotas do reagente de Kovacs e aguardou-se um minuto para

leitura do resultado.

i) Vermelho de Metila: As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio

identificados contendo 10 mL de caldo MR-VP e incubadas. Adicionou-se 5
gotas de solugdo de vermelho de metila ao meio e analisou-se a colorag&o
formada.

iii) Voges-Proskauer: O teste foi realizado em duas etapas denominadas A e B.

Colocou-se 10 mL de caldo MR-VP em tubos de ensaio identificados, inoculou-
se as coldnias com alga de platina. No tubo A, acrescentou-se 7 gotas do
reagente A, enquanto o tubo B recebeu 4 gotas do reagente B para cada mL

de meio. Aguardou-se 15 minutos para analisar a coloragédo do meio.

iv) Utilizacdo do citrato: Preparou-se o meio agar Citrato de Simmons em tubos de

ensaio, inoculou-se a colénia e os tubos foram incubados. Analisou-se a

coloragao do meio ao fim do experimento.

v) Metabolizacdo da uréia: Inoculou-se e incubou-se a cultura em 10 mL de caldo

ureia e analisou-se a alteracédo da cor do meio.

vi) Catalase: Inicialmente higienizou-se as ldminas de vidro com alcool 70% e as
mesmas foram flambadas em bico de Bunsen. Cada lamina foi identificada de

acordo com a cultura a ser analisada. Acrescentou-se uma gota de agua
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destilada sobre a lamina e acrescentou-se, com o auxilio de uma alca de
platina, uma porgédo da cultura previamente isolada através de movimentos
circulares. Colocou-se uma gota de peroxido de hidrogénio a 5% v/v e analisou
se houve formagédo de borbulhamento, devido a liberagdo de oxigénio pela

catalase.

Os resultados foram anotados para posterior comparagdo com a literatura e

determinagao dos grupos microbianos.

5.3.2 Caracterizacédo de leveduras

As colbnias de leveduras isoladas foram cultivadas em meio YM e identificadas

utilizando a letra “L” seguida de numeragao sequencial.

5.3.2.1  Caracterizagdo morfolégica

Apo6s o crescimento das leveduras em placas de Petri, as colonias foram
analisadas de forma macroscépica seguindo os parametros de Moreira et al., (2010).
Para isso, considerou-se aspectos como a forma (irregular ou circular), tamanho
(grande, médio, pequeno), superficie (granulosa, estria radial, estria concéntrica),
bordas (lisa, ondulada, pregueada, filamentosa), perfil (lisa e convexa, lisa
crateriforme, convexa pregueada, lisa e céncava, achatada e pregueada, achatada).

5.3.2.2 Caracterizagao bioquimica

As leveduras previamente isoladas foram repicadas e incubadas por 48 horas,
a 30°C, antes de iniciar os testes bioquimicos. Os testes realizados foram feitos de

acordo com as descrigoes de Mautone (2008) e Moreira et al., (2010).

i) Crescimento em diferentes temperaturas: As leveduras foram inoculadas em

tubos de ensaio contendo 10 mL do meio YEPG e incubadas por quatro dias
para analise do crescimento a 42°C. Para testar o crescimento nas demais
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temperaturas, foram preparadas placas de Petri contendo o mesmo meio e
incubadas a 28°C e 37°C.

ii) Secrecao de acido acético: Preparou-se placas de Petri contendo o meio YEPG

acrescido de 0,5% (m/v) de CaCOs. O meio esterilizado foi vertido em placas
de Petri. Ap6s a solidificagdo do meio, foram feitos furos na placa e aplicou-se
suspensdes de leveduras nestes furos e um controle contendo agua destilada.
As placas foram incubadas a 30°C durante 21 dias. As alteragdes do meio

foram acompanhadas diariamente.

i) Tolerancia a NaCl: Preparou-se o meio agar YEPG acrescido com 10% e 16%

de NaCl e verteu-se em tubos de ensaio. As amostras foram incubadas por 21
dias a 30°C.

iv) Tolerancia a glicose: Preparou-se 0 meio agar YEPG acrescido com 40% e

60% de glicose e verteu-se em tubos de ensaio. As amostras foram incubadas
por 21 dias a 30°C.

Os resultados foram anotados para posterior comparagdo com a literatura e

determinagao dos grupos microbianos.

5.4 Curva de crescimento microbiano

5.4.1 Crescimento bacteriano em meio LB acrescido de cianeto

Os isolados bacterianos identificados como B2, B3 e B4 foram mantidos nas
mesmas condi¢des do isolamento, ou seja, utilizando o caldo LB. As culturas foram
inoculadas em 150 mL de caldo LB contendo 40 mg L' de cianeto, uma aliquota de 1
mL do meio foi retirada diariamente para andlise da densidade éptica a 600 nm,
durante 12 dias, atentou-se para que o limite de retirada do meio n&o ultrapassasse
10% do volume total. Os valores de absorbancia foram anotados para tracar a curva
de densidade optica versus tempo (dias). Paralelamente, foram feitas culturas nas
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mesmas condicdes para avaliagao diaria do pH. Todos os cultivos foram mantidos em
shaker a 30°C e agitagédo de 180 min-'.

5.4.2 Crescimento em meio YM acrescido de cianeto

As bactérias (B1, B5) e as leveduras (L5, L6) foram mantidos nas mesmas
condigbes do isolamento, ou seja, utilizando meio de cultura YM contendo 40 mg L
de cianeto. As culturas foram inoculadas em caldo YM, uma aliquota de 1 mL do meio
foi retirada em tempos pré-definidos em horas, durante 4 dias, para analise da
densidade optica a 560 nm. Atentou-se para que o limite de retirada do meio nao
ultrapassasse 10% do volume total. Os valores da absorbancia foram anotados para
tracar a curva de densidade 6ptica versus tempo (em horas). Paralelamente, foram
feitas culturas nas mesmas condigdes para avaliagado diaria do pH. Todos os cultivos
foram mantidos em shaker a 30°C e agitagédo de 180 min-".

Um resumo sobre a metodologia utilizada esta representando através da Figura
5.1.

Coleta da amostra

Isolamento de
leveduras

Isolamento de
bactérias

Curva de
crescimento em

Curva de
crescimento em
YM (B1, B5) e LB

(B2, B3, B4)

Caracterizagao YM contendo

cianeto

Morfologia Fisiologia pH Absorbancia

Morfologia Fisiologia pH Absorbancia

FIGURA 5.1: Fluxograma representando as principais etapas da metodologia usada
para as bactérias e leveduras que apresentaram tolerancia ao cianeto.



6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Isolamento microbiano

A amostra de lodo biolégico apresentou uma grande diversidade microbiana

como mostra a Figura 6.1.

(b)

FIGURA 6.1: Micro-organismos obtidos de um reator de lodos ativados de uma
industria siderurgica. (a) representa os micro-organismos em meio LB e (b) em meio
YMA.

A partir destas culturas enriquecidas, foram isoladas 10 coldnias, sendo duas
leveduras, seis bactérias e dois fungos filamentosos. A Figura 6.2 apresenta os

isolados de leveduras obtidos em meio YMA e denominados L5 e L6.

(b)

FIGURA 6.2: Isolados de leveduras obtidos do meio YMA. Em (a) esta representada
a levedura L5 e em (b) a levedura L6.
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A Figura 6.3 mostra os isolados denominados B1 e B5 obtidos em meio YMA e
a Figura 6.4 mostra os isolados de bactérias obtidos em meio LB e denominados como
B2, B3, B4 e B6.

(b)

FIGURA 6.3: Isolados de bactérias em meio YMA. Em (a) esta representada a bactéria
B1 e em (b) esta representada a bactéria B5.

FIGURA 6.4: Isolados de bactérias obtidos em meio LB denominados B2 em (a), B3
em (b), B4 em (c) e B6 em (d).
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A Figura 6.5 apresenta os isolados de fungos filamentosos intitulados como F3
e F4, crescidos em meio YMA. Neste trabalho, por questdes relativas ao tempo, optou-

se por nao trabalhar com os isolados de fungos filamentosos.

(b)

FIGURA 6.5: Isolados de fungos filamentosos crescidos em meio YMA. Em (a) esta
representado o fungo F3 e em (b) o fungo B4.

6.2 Analise de tolerancia ao cianeto

Escolheu-se como concentragdo minima 0,5 mg L' de cianeto, que é indicado
por Simas (2007) como valores recorrentes de serem encontrados em efluentes
oriundos de processos como a galvanoplastia. Como concentragdo maxima foi
selecionado o valor de 40 mg L' de cianeto, Pantaroto (2001) identificou essa
concentracdo através da caracterizagao fisico-quimica de manipueira fresca, sendo
este um rejeito importante da produgédo de farinha de mandioca. Através da analise
da densidade optica, todos os micro-organismos isolados foram capazes de crescer
em meio contendo 0,5 mg L' de cianeto. Os micro-organismos que cresceram em 40
mg L' de cianeto, foram considerados resistentes e deram sequéncia ao
desenvolvimento deste trabalho. As culturas resistentes foram das bactérias (B1, B5)
e leveduras (L5, L6) cultivadas em meio YM contendo cianeto e as bactérias (B2, B3
e B4) cultivadas em meio LB contendo cianeto. Como dito anteriormente, os fungos

filamentosos nao foram testados.
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6.3 Caracterizacdo microbiolégica

6.3.1 Caracterizacdo bacteriana

6.3.1.1  Morfologia

A Tabela 6.1 apresenta as principais caracteristicas macroscépicas das

colonias de bactéria isoladas e que foram resistentes a 40 mg L-! de cianeto.

TABELA 6.1: Caracteristicas macroscopicas das bactérias isoladas de lodo ativado e
que apresentaram resisténcia a 40 mg L' de cianeto.

Identificagao Cor Brilho Formato Margem Superficie Consisténcia

B1 Amarela Brilhante Irregular Irregular Elevagdo Membranosa
B2 Amarela Opaco Circular Regular Elevagao Seca
B3 Amarela Opaco Circular Regular Lisa Seca
B4 Branca Opaco Oval Irregular Elevagdo Membranosa
B5 Branca Brilhante Circular Regular Elevacao Cremosa

Todas as colbnias apresentaram caracteristicas bem distintas. A bactéria B1
apresentou como caracteristica evidente a produgdo de exopolissacarideo (EPS),
esse composto é produzido por bactérias que estdo presentes em sistemas de lodos
ativados por permitir aderéncia dos flocos microbianos gerados nesse processo. Além
disso, esses EPS protegem esses organismos do estresse ambiental e contribuem
para a fixagao de nutrientes (SILVA, 2013). A cultura B5 apresentou colOnias isoladas
grandes, sendo inicialmente considerada como levedura. As demais culturas nao

apresentaram caracteristicas particulares.

Além da caracterizagdo dos aspectos das col6nias, analisou-se a morfologia
celular pela técnica da coloragao diferencial de Gram em microscoépio Optico, estes

resultados sdo mostrados na Figura 6.6.
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FIGURA 6.6: Coloracao diferencial de Gram das culturas de bactérias isoladas de
lodos ativados e resistentes ao cianeto. Aumento 1.000X.

Todas as bactérias isoladas foram Gram negativas, sdo bactérias que

apresentam uma membrana externa a parede celular, composta por
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lipopolissacarideos (LPS) (MADIGAN et al., 2010). As células B1 apresentaram a
forma de bastonete médio, B2 e B4 sao bastonetes pequenos, B3 sdo cocos e B5 sao

cocos-bacilos.

6.3.1.2  Caracterizagdo Bioquimica

A Tabela 6.2 apresenta os resultados da caracterizagdo bioquimica das

bactérias B1, B2, B3, B4 a B5. Os testes estio ilustrados no Anexo II.

TABELA 6.2: Resultados bioquimicos para a caracterizagao bacteriana.

Testes B1 B2 B3 B4 B5
Catalase + + + + +
Vermelho de Metila - - + - -
Indol - - - - -
Voges-Proskauer - - - - -
Uréia + + - + -
Citrato + + + - +

Pelos testes bioquimicos, os micro-organismos que mais se assemelham aos

resultados obtidos pela caracterizagédo s&o:

i) B1 e B2 se aproximam dos grupos Klebsiella e Proteus;
ii) B3 se aproximou dos géneros Salmonella, Arizona, Citrobacter,

Liquefaciens.

Todos o0s possiveis organismos apresentados s&do gram-negativos e

classificados como bactérias entéricas (GUENTZEL, 1996).

Os resultados para B4 e B5 foram inconclusivos, uma vez que as
caracteristicas obtidas ndo estavam presentes na tabela comparativa utilizada por
Guentzel, 1996. Porém, como a amostra utilizada foi obtida de lodo ativado pode-se

considerar também como possiveis micro-organismos o0s grupos Thiobacillus,
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Gallionella, Leptothrix, Sulfobacillus e Pseudomonas como gram-negativos e de alta

incidéncia em efluentes de mineragao e siderurgia (MADIGAN et al., 2010).

6.3.2 Caracterizacao das leveduras

6.3.2.1  Caracterizagdo morfolégica

A Tabela 6.3 apresenta as principais caracteristicas macroscopicas descritas

por Moreira et al., 2010 e observadas para os isolados L5 e L6.

TABELA 6.3: Caracteristicas macroscopicas das leveduras isoladas de lodo ativado
e que apresentaram resisténcia a 40 mg L' de cianeto.

Identificagao Tamanho Bordas Formato Perfil Superficie
L5 Pequeno Lisa  Circular Lisa/Convexa Concéntrica
L6 Grande Lisa  Circular Lisa/Elevada Concéntrica

A cultura L5 apresentou coloragcdo amarela e a L6 apresentou coloragéo
vermelha, devido a producdo de pigmentos. A Figura 6.7 apresenta a microscopia
destas leveduras, a levedura L5 apresenta uma forma globosa, ja a levedura L6

apresenta uma forma de pseudo-hifas.

FIGURA 6.7: Microscopia das leveduras isoladas. A esquerda L5 e & direita L6.
Coloracao diferencial de Gram. Aumento 400X.
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6.3.2.2 Caracterizagdo Bioquimica

A Tabela 6.4 apresenta os resultados da caracterizagdo bioquimica das

leveduras L5 e L6. Os resultados dos testes estio ilustrados no Anexo II.

TABELA 6.4: Resultados bioquimicos para a caracterizagao das leveduras.

Se’cr_egao Toleréncia Tolerancia
Testes acido Glicose

NaCl Temperatura
acético

10% 16% 40% 60% 30°C 37°C 42°C

L5 - + + + + + + +

L6 - + + + + + - -

O teste bioquimico foi inconclusivo para selecionar os possiveis grupos de
leveduras que poderiam representar L5 e L6. Observa-se pela Tabela 6.4 que ambos
apresentam tolerancia a altas concentragbes de glicose e NaCl. A levedura L5
apresentou ainda crescimento em diferentes temperaturas chegando a crescer a uma

temperatura maxima de 42°C, enquanto L6 foi capaz de crescer apenas a 30°C.

6.4 Curva de crescimento microbiano

As bactérias B2, B3 e B4 foram isoladas e adaptadas em meio LB. Foi
observado que o inicio do crescimento dessas culturas ocorria a partir do terceiro dia.
Assim, a curva de crescimento foi tragada com o tempo em dias, como mostra a Figura
6.8.
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FIGURA 6.8: Curva de crescimento das bactérias em meio LB, densidade optica a
600 nm versus tempo (dias), 40 mg L' de cianeto, 30° e 180 min-'.

Entre os dias 0 e 3 as bactérias apresentaram a fase /lag (fase de adaptacao)
do crescimento microbiano. Isso pode ser justificado pela necessidade de ativagao
das vias de biossintese das enzimas capazes de metabolizar os compostos presentes
no meio aos quais a cultura ndo estava previamente adaptada. A partir do quarto dia
observa uma fase de crescimento exponencial (fase log) para todas as culturas, esta
fase se estende até o oitavo dia. Posteriormente as culturas entraram em fase
estacionaria que é limitada pelo consumo dos nutrientes ou por metabdlitos
excretados que podem inibir o crescimento (MADIGAN et al., 2010). No décimo dia &
possivel observar uma fase de declinio celular para as bactérias B3 e B4, esta fase
ndo foi observada para a bactéria B2 durante o tempo de desenvolvimento do
experimento. Nao foram observadas diferengas significativas nas curvas de
crescimento destes micro-organismos indicando que os mesmos se comportam de

forma semelhante na presenca de cianeto.

Como as bactérias B1 e B5 foram isoladas em meio YMA optou-se por manté-
las em caldo YM acrescido com cianeto. Além disso, o comportamento destas culturas
frente a velocidade de crescimento foi mais semelhante ao comportamento dos
isolados L5 e L6. A Figura 6.9 apresenta a curva de crescimento das bactérias B1, B5
e das leveduras L5 e L6 em caldo YM acrescido de cianeto. O crescimento foi
analisado em horas, durante 4 dias.
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FIGURA 6.9: Curva de crescimento das bactérias e leveduras em caldo YM,

densidade éptica a 560 nm versus tempo (horas), 40 mg L-" de cianeto, 30° e 180 min-
]

Observou-se que B5, L5 e L6 ndo apresentaram fase /ag, ou seja, houve um
estabelecimento imediato das culturas levando ao crescimento exponencial. Em 20
horas estas culturas entraram em fase estacionaria e permaneceram até
aproximadamente 50 a 60 horas. L5 apresentou fase declinio em 60 horas e L6 apds
80 horas. B1 apresentou uma fase lag até 30 horas, entrando em fase exponencial de
crescimento e permanecendo em fase estacionaria a partir de 50 horas. Estes
resultados sugerem que as culturas B5, L5 e L6 utilizam o cianeto mais rapidamente
que a cultura B1 e que provavelmente a cultura BS é capaz de utilizar metabdlitos
secundarios em seu desenvolvimento, mostrando ser a cultura mais bem adaptada a

presenca de cianeto no meio.

Ao comparar ambas as curvas, observa-se que as bactérias apresentaram uma
maior sensibilidade ao meio, necessitando de uma fase lag maior. Os resultados
abrem caminhos para possiveis analises considerando que as bactérias podem
apenas tolerar a presenca de cianeto no meio, enquanto as leveduras e a bactéria B5S
podem metabolizar esse composto. Atenta-se ao fato dos meios LB e YM
apresentarem fontes de carbono, nitrogénio e aminoacidos que podem interferir na
analise do metabolismo do cianeto. Estudos aprofundados devem ser realizados

considerando-se o uso do meio minimo.
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As Tabelas 6.5 e 6.6 apresentam as medidas de pH para esses cultivos.

TABELA 6.5: Variacdo do pH do meio para os cultivos em meio LB sem cianeto e
meio LB com cianeto, pH inicial 10,0, 30°C, 180 min-".

Micro-organismo pH sem cianeto pH com cianeto

Segundo dia
B2 8,88 9,43
B3 8,53 9,44
B4 9,25 9,43
Terceiro dia
B2 8,56 9,30
B3 8,38 9,22
B4 8,97 9,28
Quarto dia
B2 8,56 9,16
B3 8,24 9,10
B4 8,32 9,22
Sétimo dia
B2 8,52 8,90
B3 8,21 8,90
B4 8,27 9,21
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TABELA 6.6: Variacao do pH do meio para os cultivos em meio YM sem cianeto e

meio YM com cianeto, pH inicial 10,0, 30°C, 180 min".

Micro-organismo pH sem cianeto pH com cianeto

Primeiro dia (ap6s 12h de inoculagéo)

B1 9,00 9,06
B5 6,56 6,84
L5 7,00 8,97
L6 9,30 9,09
Segundo dia
B1 7,00 8,06
B5 6,15 6,18
L5 6,58 5,97
L6 7,90 6,74
Terceiro dia
B1 7,66 7,00
B5 6,17 6,14
L5 5,69 5,79
L6 6,92 7,28
Quarto dia
B1 6,68 7,60
B5 6,14 6,15
L5 577 6,05
L6 6,40 8,15

Para os cultivos em meio LB (Tabela 6.5) observa-se uma ligeira queda no pH

do meio, apds o segundo dia, sendo esta queda mais acentuada para os cultivos sem

cianeto. A reducdo do pH do meio é oriunda do proprio metabolismo microbiano, no
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qual o consumo de carboidratos gera ions H*. No entanto, o pH é posteriormente
mantido ao longo de todo experimento. Por outro lado, os cultivos em meio YM
mostram reducdo mais drastica nos valores de pH, sendo esta redugao mais rapida
para o cultivo B5. Estes dados corroboram com os dados da cinética de crescimento
microbiano nos quais se observa taxas de crescimento mais rapidas para os cultivos
em meio YM e uma melhor tolerancia do cultivo B5 a presenca de CN- no meio. A
reducao do pH do meio favorece a formagdo de HCN e, consequentemente, a
volatilizagdo do cianeto, o que pode ter colaborado para o crescimento mais acelerado
dos cultivos em meio YM. Um questionamento que pode ser levantado € se esta
resposta esta relacionada ao metabolismo microbiano ou a composigao do meio de
cultivo, experimentos futuros deveréo ser conduzidos no sentido de responder a esta

indagacao.

O pH pode variar devido a um mecanismo de defesa ou através do crescimento
microbiano devido as reag¢des metabdlicas, ou seja, produgédo de substancias acidas
ou basicas. Como o meio apresenta o cianeto sabe-se que existem quatro vias gerais
para a biodegradagdao desse composto, sendo: hidrolitica, oxidativa, redutiva e
substituicdo/transferéncia. A via a ser utilizada depende das condi¢gdes externas tais
como oxigénio, pH e concentracdo de cianeto (EBBS, 2004). As reac¢bes hidroliticas
sdo catalisadas pela cianeto hidratase que produz formiato e amoénia, sendo que as
mesmas tém um intervalo 6timo de pH entre 7 e 9 (DASH et al, 2009). Esta
observacao é relevante quando se observa a faixa de pH dos cultivos em meio YM
com cianeto que ficaram entre 5,8 e 9,0 e apresentaram crescimento mais acelerado
que os cultivos em meio LB. Estes ultimos, apresentaram reduc¢ao do pH para abaixo
de 9,0 apds o sétimo dia de experimento, coincidindo com o meio da fase /log. Estas
observagdes corroboram para aceitagcdo da via hidrolitica de degradagao do cianeto

para estes micro-organismos.

Os valores de pH obtidos para todos os cultivos foram equivalentes aos valores
descritos na Tabela 2.3, coincidindo o género Klebsiella com os resultados dos testes

bioquimicos.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos permitiram concluir que das 10 culturas isoladas 7
apresentaram boa adaptagdo em meio contendo cianeto mostrando potencial para
degradar esse composto, sendo duas leveduras e cinco bactérias. Todas as bactérias

encontradas foram Gram negativas.

Os ensaios cinéticos mostraram que os isolados B5, L5 e L6 apresentaram
maior velocidade de crescimento em meio contendo cianeto, com dados coerentes
em relagédo a manutengao do pH do meio entre 7 e 9, justificando a utilizagédo de uma
via hidrolitica para remocao desse ion.

Dessa forma, este trabalho mostrou grandes perspectivas no estudo da
biodegradagdo do cianeto e experimentos futuros devem ser conduzidos para

responder a questionamentos, tais como:

i. Realizar maior numero de provas bioquimicas e técnicas moleculares a fim de
identificar os isolados.

ii. Avaliar a influéncia do meio na biodegradacéo do cianeto.

iii. Avaliar se o cianeto € apenas tolerado ou metabolizado por esses micro-
organismos. Caso seja metabolizado, confirmar a via de degradacgéo.

iv. Avaliar a concentracgao inicial e final do cianeto e quais os produtos do seu
metabolismo. Além de associar o pH ao crescimento microbiano.

v. Otimizar os processos de biodegradacdo de cianeto pelos micro-organismos

isolados e em culturas mistas.
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ANEXO | — Composigao dos meios e reagentes

Meios de cultivo utilizados

Meio de cultivo Composigao
i (V) i 0 0
Agar YEPG 2% glicose, 1% peptoona: 0,5% extrato levedura,
2% agar
Caldo YEPG 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato levedura
P o [ 0
Agar YMA 0,3% extrato levedura, 0,3% extrato malte, 0,5%

peptona, 1% glicose, 2% agar

0,3% extrato levedura, 0,3% extrato malte, 0,5%

Caldo YMA peptona, 1% glicose

2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato levedura,

Tolerancia a NaCl 10 ou 16% NaCl

2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato levedura,

Toleréncia a glicose 40 ou 50% glicose

Meio LB Comercial
Caldo Ureia .

Comercial

Citrato de Simmons Comercial

Reagente utilizados

Reagente Composigao

0,5 g de p-dimetil amino benzaldeido, 7,5 mL acool

Kovacs isoamilico, 2,5 MI HCI

0,01 g vermelho de metila, 30 mL alcool, 20 mL

VM .
agua
0,5 alfa-naftol, 10 mL alcool
B 20 g KOH ou NaOH, 50 mL agua
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ANEXO II- Testes bioquimicos

1. BACTERIAS

1.1 Teste da presencga de catalase

FIGURA 1: Teste da presenga de catalase devido a adigdo de perdxido de hidrogénio.
Da esquerda para a direita esta representado as bactérias B1, B2, B3, B4 e B5. O
teste € positivo quando ha borbulhamento devido a liberagdo de oxigénio.

1.2 Teste do vermelho de metila

FIGURA 2: Teste do vermelho de metila. Da esquerda para a direita esta representado
o controle, B1, B5, B2, B3 e B4 respectivamente. O teste positivo assume coloragao
vermelha indicando que houve oxidagao da glicose e geragao de produtos acidos.
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1.3 Teste do indol

FIGURA 3: Teste do indol representado a esquerda pelo controle, B1, B5, B2, B3 e
B4 respectivamente. O resultado positivo indica uma coloragcdo rosa devido a
presenca da triptofanase que converte triptofano em indol.

1.4 Teste Voges-Proskauer

FIGURA 4: Teste Voges-Proskauer. O teste A é representado pelo controle, B1, B5,
B2, B3 e B4 respectivamente. O resultado € positivo devido a formagao de um anel
vermelho devido a fermentagao da glicose que gera acetoina e butilenoglicol.
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FIGURA 5: Teste Voges-Proskauer. O teste B é representado por B1, B5, B2, B3 e
B4 respectivamente. O teste positivo € indicado pela presenga de um anel vermelho
onde o reagente alfa-naftol catalisa a acetoina.

1.5 Teste de utilizagao da uréia

FIGURA 6: Teste de utilizacdo da uréia. A esquerda esta representado o cultivo B2,
B3, B4, B1 e B5 respectivamente. O teste é positivo quando apresenta uma coloragao
rosa devido a presenga quebra da uréia pela uréase que alcaliniza o meio.
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1.6 Teste do metabolismo do citrato

FIGURA 7: Teste do metabolismo do citrato. A esquerda representa as culturas B2,
B3, B4, B1, B5 e o controle respectivamente. O resultado é positivo quando o micro-
organismo usa o citrato como fonte de carbono, o seu consumo alcaliniza o0 meio
alterando a cor de verde para azul.

2. LEVEDURAS

2.1 Teste de tolerancia ao NaCl

FIGURA 8: Teste de tolerancia ao NaCl. A esquerda representa o teste com
10% de NaCl para L5 e L6. A direita representa o teste com 16% de NaCl para

L5 e L6.
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2.2 Teste de tolerancia a glicose

FIGURA 9: Teste de tolerancia a glicose. A esquerda representa o teste para o meio
com 40% e glicose para L5 e L6. A direita representa o teste em meio com 60% de
glicose para L5 e L6.

2.3 Crescimento em diferentes temperaturas

FIGURA 10: Crescimento das leveduras em 30°C. A direita crescimento da
levedura L5 e a esquerda L6.
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FIGURA 11: Avaliacdo do crescimento das leveduras em 37°C. A direita
crescimento da levedura L5 e a esquerda auséncia do crescimento de L6.

FIGURA 12: Avaliagdo do crescimento das leveduras em 42°C. A direita
crescimento da levedura L5 e a esquerda auséncia do crescimento de L6.
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2.4 Teste de secregao de acido acético

FIGURA 13: Teste de secrecdo do acido aceético utilizando agua como
controle. O resultado positivo é caracterizado por um halo branco.
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