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RESUMO

SILVA, S.Q. (1999). Isolamento e Identificação de Bactérias Redutoras do ïon Sulfato (BRS)

Oriundas de Campos de Exploração e Condução de Petróleo. Dissertação de Mestrado. Escola

de Engenharia de São Carlos - USP.169p.

Foram estudadas quatro amostras provenientes de locais com ocorrência de

corrosão microbiana. As amostras denominadas FWL FW2, SW1 e SW2 foram fornecidas pelo

Cenpes/Petrobrás e previamente enriquecidas pelo referido centro de pesquisa em meio de

cultura específico. Estas amostras foram cultivadas e isoladas pêlos métodos específicos

aplicados a microrganismos anaeróbios estritos. Foi possível isolar uma cultura pura de cada

amostra estudada, todas pertencentes ao grupo das Bactérias Redutoras do lon Sulfato (BRS).

Com as culturas puras foram realizados ensaios sobre a caracterização morfo-físiológica das

células, cujos resultados possibilitaram a classificação das mesmas; levando-se em conta as

informações levantadas na literatura. As características encontradas para a BRS FW1 foram

similares às da espécie Desulfotomaczdum halophilum\ assim como, a BRS FW2 foi semelhante

à espécie Desulfovibrío desulfuricans, a BRS SW2 , ao género Desulfobacterium, e a BRS SW1

apresentou características próximas às espécies Desulfovibrio salexigens e Desulfovjbrio

desuljüricans. O estudo da cinética de crescimento da BRS SW1, cultivada em 40mM de lactato

e 37 mM de sulfato sob agitação constante, resultou na determinação dos valores de pm^=0.28 d'

e Tg=2,47 d. Os consumos de sulfato e de lactato pela SW1 foram de, respectivamente. 27% e

85%, com a produção de, aproximadamente, 275 mg/L de sulfeto e 552 mg/L de acetato.

Cultivada sob as mesmas condições, porém sem agitação; a SW1 apresentou |Jmax=0,13 d e

Tg=5,33 d. O consumo do lactato foi de 55% e o de sulfato de 13%. As concentrações de suÍfeto

e acetato produzidas foram de, aproximadamente, 121 mg/L e 274 mg/L, respectivamente. As

possíveis reações metabólicas realizadas pela cultura SW1 foram:

3 ácido láctico + l sulfato —> l ácido acético + l sulfeto (com agitação)

2 ácido láctico + l sulfato —> l ácido acético + l sulfeto (sem agitação)

Palavras chave: l. BRS. 2. Redução desassimilativa do sulfato. 3. Sulfeto. 4. Cinética de crescimento.

5. Corrosão núcrobiologicamente induzida
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ABSTRACT

SILVA, S.Q. (1999). Isolatíon and Characterization of Szdfate-Reducing Bactéria (SRB) from

BraziUan OilFielá. Dissertação de Mestrado. Escola de Engenharia de São Carlos - USP- 169p

Four bacterial samples involved in MIC (microbiological induced corrosion) were

studied. These samples, FW1\ FW2, SW1 and SW2, were supplied by the Petrobrás (Brazilian

Petroleum Industry) and they were previously enriched in a specific culture médium by the

research center (Cenpes/Petrobrás). These samples were cultivated and isolated under anaeróbio

conditions. Pure cultures were isolated, ali of them belonging to the Sulfate Reducing Bactéria

group (SRB). Morphological and physiological assays were carried out, allowing the bactérias

identification by comparison with the literature. It was concluded that FW1 belongs to

Desulfotomactihim halophílum; FW2 to Desnlfovibrio desulfuricans\ SW2 to Desulfobactermm

sp and SW1 to Destdfovibrio salexigens or Destilfovibrio destdfuricans. Growth kinetic studies

ofthe SW1 strain were carried out with and wíthout shaking. During growth in lactate (40 mM)

and sulfate (37mM), under shaking, the maximum specific growth rate (jLimax) and the generation

time (Tg) were 0,28 d and 2,47 d, respectively. Inthis condítion, the rates of sulfate and lactate

utilization were 27% and 83%. respectively. while the productíon rates ofsulfide and acetic acid

were 275 mg/L and 552 mg/L; respectívely. When the kinetic study was carried out without

shaking, the values ofthe kinetic parameters ^n^ anel Tg were 0,13 d and 5,33 d. In this latter

condition the utilization rates of sulfate and lactate were 13% and 55%. respectively and tfae

production rates of sulfide and acetic acid were 121 mg/L and 274 mg/L. respectively. The

possible metabolic reactíons carried out by SW1 were:

3 lactic acid + l sulfate —> l acetic acid + l sulfide (under shaking)

2 lactic acid + l sulfate —>• l acetic acid + l sulfíde (no shaking)

Keywords: l. SRB. 2. DissimÜaton'- sulfate reduction. 3. Sulfide. 4. Kinetic parameters. 5. MIC
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l - INTRODUÇÃO

A redução microbiológica do íon sulfato tem se tornado alvo de muitos estudos,

não apenas devido à sua importância ambiental na mineralização da matéria orgânica, e por

isso de grande interesse tecnológico na aplicação desses microganismos no tratamento de

águas residuárias, mas principahnente por seu envolvimento em processos corrosivos,

denominados biocorrosão ou corrosão microbiologicamente induzida (microbiological

induüon corrosion - MIC), responsáveis por severos danos em uma série de atividades

industriais.

A biocorrosão é reconhecida atualmente como uma das maiores fontes de

problemas e falhas operacionais de indústrias CVIDELA, 1995). Entre elas podem ser

destacadas a indústria naval e de construção de estruturas em mar aberto, especialmente

cascos de embarcações e motores; indústria química, siderúrgica, de papel e petrolífera,

refínana de álcool, sistemas de distribuição de gás natural e de armazenamento de água

potável; tanques de aviões; centrais de geração de energia térmica, hidroelétrica e nuclear

(VIDELA, 1995). Materiais como concreto, cantaria, plástico, madeira e matenais de

revestimento (GAYLARDE e MORTON, 1997), vidros (DREWELLO e WEISMANN,

1997) e materiais utilizados na construção de biorreatores anaeróbios para tratamento de

águas residuárias (ENGLERT e MULLER, 1996) também são suscetíveis à biocorrosão.

Especificamente relacionada à indústria petrolífera, a participação das Bactérias

Redutoras do lon Sulfato (BRS) está associada tanto ao processo corrosivo direto, atuando e

promovendo a corrosão pontual, quanto à contaminação do óleo por sulfeto de hidrogênio,

produto do seu metabolismo, e responsável por problemas na separação das fases óleo/água.

As BRS presentes em reservatórios de petróleo reduzem o sulfato (proveniente da injeção de

água, principalmente de origem marinha) a sulfeto, aumentando o conteúdo de enxofre no



óleo bruto, diminuindo sua qualidade e aumentando o custo da sua refínação (SANDERS e

HAMILTON; 1986).

Mais de 60% do petróleo produzido no BrasÜ é proveniente de sistemas

offshore. Parte desses sistemas usam mjeção de água do mar como método de recuperação

do petróleo secundário. Um dos mais significantes problemas encontrados nas plataformas

brasüeiras offshore tem sido a ocorrência de corrosão relatado ao crescimento microbiano e

sua instalação na superfície dos metais CVIDELA, 1996).

Um método preventivo utilizado para evitar estes transtornos económicos tem

sido pela aplicação de biocidas, contudo, sua eficiência tem sido questionada. Além disso, a

sua característica deletéria, inibindo ou evitando a atividade dos microrganismos, apresenta

impactos negativos do ponto de vista ambiental, pois pode agir não apenas nos indutores da

bioconosâo, mas em muitas outras formas de vida, interferindo nas atividades naturais de

ecossistemas. O tratamento com biocidas pode não ser a única forma de controle da atividade

das BRS em campos de petróleo. A redução ou mesmo a inibição da atividade desses

microrganismos pode ser conseguida pelo controle da concentração de sulfato, do substrato

orgânico e dos nutrientes essenciais como fósforo e nitrogênio, tomando-os liimtantes ao seu

crescimento (OKABE et al., 1992). Segundo HAMILTON (1985) e TILLER (1986), é

necessário conhecer mais sobre a ecologia, fisiologia e requerimentos nutricionais das BRS,

a fim de controlar ou prevenir a sua atuação ao processo corrosivo.

A Indústria Petrolífera Brasileira (Petrobrás), não diferente das demais, tem

enfrentado problemas envolvendo corrosão em sistemas de produção de petróleo, gerando

preocupações relevantes. Por esse motivo, foram iniciadas pesquisas em seu Centro de

Pesquisas (Cenpes/Petrobrás) com o objetivo de identificar as causas prováveis da corrosão.

Com a avaliação dos resultados obtidos pela equipe foi levantada a hipótese de que BRS

poderiam atuar sobre as incrustaçÕes de sulfato de bário, produzindo elevada concentração

de sulfeto e gerando o processo de corrosão localizada (CENPES, 1995).

O Cenpes/Petrobrás e o Departamento de Hidráulica e Saneamento, em

parceria, propuseram o projeto "Isolamento e Identificação de Bactérias Redutoras do ïon

Sulfato Relacionadas a Processos Corrosivos da Indústria de Petróleo ", com a finalidade de

conhecer os agentes bióticos da corrosão, ou seja, de identificar culturas de BRS existentes



em seus sistemas e estruturas de exploração de petróleo [contrato Cenpes/Fipai n° 650.2.028-

96-7]

Nesse contexto, com o apoio e a permissão do Cenpes/Petrobrás (autorização

apresentada na Figura Cl do Apêndice), foi realizada a presente Dissertação de Mestrado,

com a intenção de fornecer informações sobre a fisiologia e as condições nutricionaís de

quatro culturas de BRS de interesse ao gmpo da indústria, para o controle da biocorrosão.

Além disso, as análises das características morfológicas e fisiológicas das culturas de BRS

obtidas neste trabalho, contribuíram para a classificação de géneros anaeróbios presentes em

ecossistemas tropicais, através de alguns métodos tradicionais empregados nos estudos de

sistemática e taxonomia microbiana.





2 - OBJETIVOS

• Isolar culturas de Bactérias Redutoras do lon Sulfato presentes em amostras fornecidas

pelo Cenpes/Petrobrás, envolvidas no processo de biocorrosão;

• Caracterizar, identificar e classificar as culturas de acordo com as características morfo-

fisiológicas das células isoladas;

• Avaliar a resposta de crescimento de duas culturas isoladas, cultivadas em diferentes

fontes de carbono e aceptores de elétrons;

• Estudar a cinética de crescimento de uma cultura classificada, determmando os

parâmetros cinéticos pmax (taxa máxima de crescimento), Tg (tempo de geração) e

velocidades de consumo e de produção de substratos.
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3 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 ECOLOGIA E DISTRIBUIÇÃO DAS BACTÉRIAS REDUTORAS

DO ÍON SULFATO

Alguns organismos como plantas, fungos e muitas bactéhas podem usar sulfato

como fonte de enxofre, incorporando-o como sulfeto em várias moléculas orgânicas, tal

como aminoácidos, em um processo denominado redução assimilativa do íon sulfato

(MANAHAN, 1994; WIDDEL, 1988; WHTTE, 1995),^ característica comum às bactérias

redutoras do íon sulfato é a capacidade única, deste grupo, de utilizar o sulfato como aceptor

final de elétrons na oxidação da matéria orgânica, reduzindo-o a sulfeto de hidrogênio, no

processo denominado redução desassünilativa do íon sulfato, pois neste caso, grande parte

do enxofre não é assimilada pelo microrganismo. Esse processo é também conhecido como

respiração do sulfato (WIDDEL e HANSEN, 1992; BROCK et al., 1994; FONSECA et al.,

1996)^
r"

~^YA redução biológica do sulfato ocorre em ambientes anaeróbios estritos nos

quais substratos orgânicos e sulfato dissolvido estejam disponíveis, como em solos, lodos de

esgoto, sedimentos marinho e de água doce, além do rumem e intestinos de animais

(BROCK et al., 1994)3 Porém, os géneros de BRS apresentam especificidade no que se

refere ao seu habitat, como pode ser visto na Tabela 3.1

O nicho anaeróbio é caracterizado por apresentar baixos valores de potencial de

oxi-redução devido à predominância de compostos reduzidos. Segundo ZEHNDER e STUM

(1988), a redução do sulfato a sulfeto em pH 7, a 25 °C e com ImM de enxofre requer umps

(atividade de elétrons) menor que -3, iüdicando que a solução tem tendência a doar elétrons,



TABELA 3.1 - Algumas características de géneros de Bactérias Redutoras do lon Sulfato

GÉNERO HABITAT TEMP (°C) MORFOLOGIA TAMANHO
J^m)_

DOMÍNIO BACTÉRIA
Dês itffovi brio

De sul foi nonas

sedimentos anaeróbios de água 25 - 35

doce e salobra, ambientes
marinhos, intestino e rumem de

animais

fezes humanas 30 - 40

bacilos curvos. 0,5 - 1,5 x2,5 - 10
ocasionalmente retos,

sigmóides ou espiralados;

apresenta pleomorfismo;
moveis

baciios retos, não móveis; 0,8 - 1,0 x 2,5 - 10

podem ocorrer aos pares

REAÇÃO
DEGRAM

negativa

negativa

DESULFOVIRIDINA

presente'

presente

ESPOROS

aiiKcnte

ausente

Desulfococws

Thenií odes u Ifo baclerí n m

Desuffomicrobiwn

Desuifohaiobium

Oesulfomofiile

DesuÍfobotnins

Desulfobulbus

sedimentos anaeróbios de Agua

doce e ambientes marinhos;

lodos anaeróbios de digestores

de esgoto

ambientes hipersalinos

regiões anaeróbias de água doce

e salobra, ambiente marinho,

rumem, esterco de animais e

esgotos

30-36

65-70

28-37

37-40

37

34

28-39

cocos; n3o móveis, únicos

ou aos pares

bacilos

bacilos ovais

bacilos móveis

ba ci los

víbrios

células; elípticas,

frequenle/e com as

extremidades pontuadas,
podem ocorrer aos pares

1,5-2,2

0,3 x 0,9

0,7-0,9x1,0-3,0

1,0-1,3x1,5.2,0

negativa

negativa

negativa

negativa

aiiKente*

ausente

ausente

ausente

presente

ausente

ausente

ausente

ausento

ausente

f.)esulfàbacter regiões aeróbias de água salobra

e ambiente marinho

28 - 32 bacilos com extremidades

arredondadas; podem

apresentar-se aos pares ou

aglomerados
móveis ou não

bacilos

1,0-2,0x1,7-3,5 negativa ausente ausente



TABELA 3.1 (cont) - Algumas características de géneros de Bactérias Redutoras do lon Sulfato

GËNERO

Desulfànema

Desulfosarcina

Desuffotomacuium

Desulfospira

Desulfoarculus

Desnlforhabcius

Desiilfobacca

Desitlfübacula

Dês u Ifob acteríu m

DOMÍNIO ARCHAEA
Archaeoglobus

HABITAT

regiões anaeróbias de água
salobra e ambientes marinhos

solos, água doce, regiões
geotermais, intestinos de

insetos, rúmen; água produzida

em campos de petróleo

sedimentos marinhos

digestor anaeróbio

digestor anaeróbio

sedimentos marinhos

TEMP (°C)

30-32

28-33

20-55

26-30

35-39

37

37

20-28

80-83

MORFOLOGIA

filamentos deslizantes

células elípticas agregadas

semelhantes a sarcinas;
não móveis

bacifos curvos ertíos;

móveis, com extremidades
pontuadas; isolados ou em

cadeia

cocos ou espirilos, não

móveis, iolaáos ou aos

pares

vi brios

bacilos elípticos, às vezes

aoK pares, não móveis

bacilos elípticos, às vezes

aos pares, não moveis

bacilos ovaifi

esferas

TAMANHO
(Htn)

3,0-8,0x2,5-13

1,0-1,5x1,5-2,5

0,3-1,5x3,0-9,0

0,7.0,8x1,0-2,0

1,4-1,9 x 2,4-3,4

1,3 x 1,9-2,2

0,7-1,8x1,5-3,0

REAÇÃO
DEGRAM

negativa

negativa

po s Ki va

negativa

negativa

negativa

negativa

DESULFOVIRIDINA

presente

ausente

ausente

ausente

ausente

nd

nd

ausente

ausente

ESPOROS

ausente

ausente

presente

nd

ausente

ausente

ausente

Legenda;' exceto D. bacnolatïis e D. theiwophiÍns i exceto D. mulfivorwis 3 exïeto D. magnum 4 Manual de Bergey classifica como Gram negativa nd não detemiinado

FONTE: CAMPBELL e POSTGATE (1965); WIDDEL e PFENNIG (1984); WIDDEL (1988); WIDDEL e HANSEN (1992); HANSEN (1994); OLLIVIER et ai.

(l 994); OUDE ELFERINK et ai (\ 995); FÏNSTER et a!. (1997); OUDE ELFERINK et al. (1998)
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e que, portanto, as enzimas biológicas envolvidas nesse metabolismo operam em valor igual

ou menor que -3. Nessa situação, o potencial de oxi-redução fica em tomo de -200 mV.

Em ambientes naturais, a distribuição de BRS não é determinada apenas por

suas propriedades nutricionais e cinéticas, a capacidade de adaptação à mudanças físicas,

químicas e biológicas pode ser decisiva para a atividade e o crescimento da bactéria

(WIDDEL, 1988).

^ ^ ^Em relação à temperatura de crescimento, a maioria das BRS são classificadas

como mesófilas, apresentando uma fabcaótima de temperatura entre 25 e 40°C (Tabela 3.1).

No entanto, alguns géneros têm sido encontrados desde ambientes psicrofílicos até

hipertennofíhcos (HANSEN, 1994). ,

No fundo do mar, a temperatura é geralmente menor que 5°C e a maior parte da

matéria orgânica é oxidada por bactérias anaeróbias, tanto ao sedimento, quanto na coluna

d'água (HERBERT1 apud ISAKSEN e J0RGENSEN, 1996). ISAKSEN e J0RGENSEN

(1996) isolaram BRS de sedimentos em "Weddell Sea" na Antártida, sob temperatura abaixo

de 0°C e na "Mariager Fjord", na Dinamarca, sob temperatira entre 3 e 6°C, a fim de

examinar o grau de adaptação do metabolismo dessas bactérias a temperaturas baixas.

Observaram, contudo, que a maior taxa de redução de sulfato para as culturas oriundas da

Dinamarca ocorreu em temperaturas mesofílicas, e para as culturas da Antártida, entre 12-

18°C.

São conhecidas duas espécies de células procarióticas redutoras do íon sulfato

pertencentes ao Domínio Archaea, cuja temperatura ótima de crescimento encontra-se em

tomo de 82°C, denominadas Archaeoglobus fulgïdus (STETTER2 apud HANSEN, 1994) e

A. profundus (BURGGRAF et al. apud HANSEN, 1994). Um aspecto interessante é que a

primeira espécie contém tetrahidrometaaopterma, metanofürano e o fator enzimático F42o,

compostos chaves para o processo de metanogênese. No entanto, outras características

típicas dos organismos metanogênicos como a coenzima M, o componente B e o fator F4so

não foram encontrados. O metabolismo da redução do sulfato e as enzimas a ele associadas

' HERBERT, R.A. (1986). The ecology and physiology of psydirophüic mia-oorganísms. In; Microbes m extreme

environments. R.A. Herbert aad G.A. Codd (Eds). Academic Press, Inc., NY, p.1-23.
2 STETTER, K.O. (1988). Archaeoglobus julgidus gm. uov. sp. nov.; a new taxon of extremely thernaophiUc ardiaebactCTÍa.

Sysí.Appl.Microbiol.v.lO^-p. 172-173.
3 BURGGRAF, S.; JANNASCH, H. W., NICOLAUS, B.; STETTER, K.O. (1990). Archaeoglobus profundv.s sp. nov.,

represents a new species within the sulfate-reducing archaebacteria. Syst. Appl. Microbiol. v. 13, p. 14-28
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em Archaeoglobus sp são similares ao das ouüras BRS (THAUER apud HANSEN, 1994).

Outras espécies tennófilas podem ser encontradas nos géneros Thermodesulfobacterium (65-

70°C) e no género Desulfotomaculum (20-55°C) (LEU et al., 1996). VAZOLLER (1993)

isolou uma cultura termófila de BRS em amostra proveniente de um reator para tratamento

de vinhaça, provaveknente pertencente ao género Desulfotomaculum, cultivada sob

temperatura de 55°C.

^Reconhecidamente, o pH exerce um forte controle na atividade enzimática

celular, podendo afetar a permeabilidade da membrana e outras atividades fisiológicas da

célula (MOAT e FOSTER, 1988). As BRS preferem ambientes com pH em tomo de 7 e não

são encontradas em pH menor que 6 ou maior que 9 (WIDDEL, 1988; WIDDEL e BAK,

1992). Além disso, o pH pode estar diretamente envolvido com a toxicidade do sulfeto

produzido pelas BRS, como será mencionado no item 3.4.4 deste capítulo.

No ambiente aquático, a redução do íon sulfato ocorre principalmente no

sedimento anóxico ou em zonas anóxicas de lagoas estratificadas (OLLIYLER et al., 1994).

Dentre os ambientes aquáticos, seu habitat principal é o marinho, onde sulfato encontra-se

aproximadamente na concentração de 29 mM (3 g/L) (WIDDEL, 1988; HANSEN, 1994;

OLUVIER et al., 1994), não sendo, portanto, um fàtor limitante para o metabolismo dessas

bactérias (OLUVIER et al., 1994; WIDDEL e BAK, 1992). No ambiente de água doce, a

concentração de sulfato é usualmente menor e varia, aproximadamente, de 0,2 a 1,0 g/L

(J0RGENSEN, 1982).

Em águas marinhas profundas, o efeito da pressão atmosférica poderia ser uma

desvantagem para o desenvolvimento de microrganismos, entre eles BRS, no entanto, BALE

et al. (1997) isolaram uma cultura redutora de sulfato, proveniente de amostras de

sedimentos em "Japan Sea", cuja pressão ótima situou-se entre 100 e 150 atm, indicando que

esses microrganismos estão bem adaptados a sedimentos profundos. Essa cuteara apresentou

características muito próximas às encontradas em Desulfovibrio salexigens e Desulfovibrio

desulfuricans .

A salmidade (concentração de cloreto de sódio) nas águas naturais apresentam

valores de 0, como em ambientes de água doce, a 32% (concentração de saturação)

THAUER, R.K. (1988). Citric-acid cycle, 50 years on. Modifícation and altemaüve pathway m anaerobic bactéria. Eur. J.

Biochem. v. 176, p. 497-508.
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correspondente a ambientes altamente salmos. A água do mar contém, aproximadamente,

2,75% de cloreto de sódio e 3,3 - 3,7% contando com os demais sais existentes no ambiente,

tais como carbonatos de sódio e de potássio, além do cálcio e magnésio (PELCZAR et al.,

1993).

A classificação das bactérias segundo sua resposta à concentração de NaCl é

apresentada por OLUVIER et al. (1994): - bactérias halotolerantes. são aquelas que não

necessitam de NaCl mas podem crescer sob condições salinas; bactérias halófilas, que

requerem NaCI para o seu crescimento. Os organismos halófilos podem ser classificados em

três grupos de acordo com sua preferência pelo NaCl: (a) levemente halófilos, de 2 a 5% de

NaCl (0,34 a 0,85M); (b) moderadamente halófilos, de 5 a 20% de NaCl (0,85 a 3,4M); (c)

extremamente halófilos, de 20 a 30% de NaCl (3,4 a 5,1M).

Em geral, os organismos halófilos apresentam duas estratégias para

sobreviverem em ambientes com altas concentrações de NaCl: - a concentração interna de

sais pode ser mantida, acumulando-os em níveis comparados ao do ambiente; - o organismo

pode excretar ativamente NaCl e produzir um composto osmorregulante orgânico

compatível, como a betaína e a prolma (OREN, 1999). Entre os compostos osmoprotetores

estão os cátions inorgânicos, aminoácidos ou ammoácídos derivados, álcoois polüiídricos e

carboidratos CMOAT e FOSTER, 1988; OREN, 1999).

Como pode ser visto na Tabela 3.2, as BRS de ambiente marinho são

classificadas como halotolerantes a moderadamente halófilas (OLLIVEER et al., 1994). Duas

espécies moderadamente halófilas, Desulfovibrio halophilus e Desulfohalobwm retbaense,

desenvolvem-se em ambientes cuja saünidade está entre 18-20%, apresentando maior taxa

de crescimento entre 6-10% (OLLIYLER et al., 1994). Desulfotomaculum halophilum,

recentemente isolado por TARDY-JACQUENOD et al. (1998), desenvolve-se em salúudade

entre 1-14% com melhor atividade em 6% de NaCL

TRUPER5 apud OLLFVIER e f al. (1994) isolou uma bactéria redutora de

sulfato de ambiente altamente salino (Mar Vermelho), tolerando cerca de 17% de NaCl,

muito similar a Desulfovibrío halophüus (OLLFVIER et al., 1994).

5 TRUPER, H.G. (1969). Bacterial sulfate reduction in the Red Sea hot brines. In: Hot brínes ana heavy metal deposits in the

Red Sea. E.T.Degms and D. A. Ross (Eds). SpringeT-VerIag. W. p. 263-271.
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A osmorregulação dessas bactérias não está bem explicada. Experimentos

demonstraram que a espécie D. halophilus não pode sintetizar solutos compatíveis, porém é

capaz de crescer em meio mineral concentrando sais no citoplasma (OLLFVIER et al., 1994).

.X^ TABEIlA 3.2 Classificação das espécies de BRS segundo a salinidade ótima
IK.. v /''

Espécies levemente halófilas

Desulfovibrio desulfuricans subsp. aestuarii Desulfococcus niacini

Desulfovibrio salexigens Desulfosarcina vanabilis

Desulfovibrio giganteus Desulfobacterium autotrophicum

Desulfobacter postgatei Desulfobacterium vacuolatum

Desulfobacter latus Desulfobacterium phenolicum

Desulfobacter curvatus Desulfobacterium indolicum

Desulfobacter hydrogenophilus Desulfonema Umicola

Desulfococcus mulüvorans Desulfonema magnum

Espécies moderadamente halófilas

Desulfovibrio halophilus
Desulfohalobium refbaense

Desulfotomaculum halophilum

Fonte: OLLIVÏER et al. (1994); TAKDY-JACQUENOD et al. (1998)

CYPIONKA6 apud HANSEN (1994) determmou algumas diferenças básicas

entre culturas de BRS marinhas e de água doce, entre elas: a) maior afinidade pelo sulfato é

apresentada pelas espécies de água doce; b) espécies marinhas realizam a importação do

sulfato com uso de Na*, enquanto que espécies de água doce, com prótons.

"CYPIONKA, H. (1989). Charactcrization ofsulfaLetism.sçoTtmDesulfovibriocíesulfürícans.Arch.Microbiol. v. 152,p. 237-

243.



14

3.2 O PAPEL DAS BACTÉRIAS REDUTORAS DO ÏON

SULFATO NOS PROCESSOS NATURAIS E TECNOLÓGICOS

3.2.1 Relação com outras bactérias no ciclo do enxofre

O ciclo do enxofre, como o do nitrogênio e o do carbono, diferem-se dos ciclos

de outros minerais por envolverem transformações de gases para formas iônicas (dissolvidas

ou associadas), diretamente relacionadas ao ambiente e principalmente às condições de óxi-

redução do meio (MANAHAN, 1994). Nos ambientes aquáticos, a existência de consórcios

bactehanos nos sedimentos faz com que os processos dos ciclos biogeoquímicos sejam

otimizados, principalmente devido às interaçÕes entre os microrganismos (PAERL e

PINCKNEY, 1996).

Os depósitos terrestres de enxofre são encontrados em sedimentos e rochas na

forma de sulfato (CaS04) e de sulfeto (FeS), mas são os oceanos que constituem o mais

significante reservatório de enxofre na Biosfera, na forma de sulfato inorgânico

(MANAHAN, 1994). No entanto, o sulfato é termodmamicamente estável, e sendo assim, a

atividade das BRS tem fundamental importância geoquímica, já que a redução biológica do

íon sulfato é a base do ciclo do enxofre em ambientes aquáticos (WH)DEL, 1988).

Na Figura 3.1 está apresentado um esquema geral do ciclo do enxofre, onde

podem ser vistas as principais rotas biológicas envolvidas nas transformações dos

compostos.

Organicamente, o enxofre reduzido é um constituinte indispensável de muitos

organismos. O conteúdo de enxofre nos organismos vivos está em tomo de 1% (m/m) da sua

massa seca, e variações de quantidade e formas químicas dependem do tipo de vegetal e

animal (WIDDEL, 1988). O sulfato pode ser assimilado como fonte de enxofre pêlos

organismos vivos através da redução assimilativa, como anteriormente mencionado, sendo o

sulfeto produzido incorporado a moléculas orgânicas (rota l).

O sulfeto de hidrogênio na região de hipolímnio aaóxico e nos sedimentos de

muitos ambientes aquáticos tem duas origens, pela redução de compostos inorgânicos de

enxofre como o sulfato, tiossulfato e o enxofre elementar; ou pela
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biodesradacão/desuifurilacão relacionadas ao enxofre orgânico (SMITH e KLUG, 1981a;

1981b).

só'

enxofre biológico - SH K

SÁ'2-

HgS ^± HS' ^± S2-

compostos xenobióticos
com enxofre

FIGURA 3.1 Esquema das transformações biológicas envolvidas no ciclo do enxofre

Rotas:

l - redução assünilativa do sulfato

2 - redução desassmulaüva do sulfato (BRS)

3 - biodegradação /desulfürilação de compostos orgânicos

4 - oxidação do sulfeto (anaerobiose: bactâ-ias fotótrofas Chromatíum sp, Clorobiwn sp e

bactérias púrpuras; aerobiose: Beggiatoa sp, Thiothríx sp, Thiobacillus sp )

5 - oxidação do enxofre (anaerobíose; bactérias fotótrofas Ç.hromcüium sp, Clorobium sp;

aerobiose: Beggiatoa sp, Thiothríx sp, Thiobacilïus sp, Suïfolobus sp)

6 - oxidação do sulfeto a tiossulfato

7 - dism.utação/tranfonnação parcial do tíossulfato: produção de sulfato e sulfeto

8 - redução desassimilativa do enxofre (bactérias redutoras de enxofre)

Fonte: WIDDEL (1988); MANAHAN (1994); BROCK et al. (1994)

A redução desassimilativa do sulfato é realizada apenas pelo gmpo das BRS,

com produção e liberação de sulfeto/rota 2), principal fonte de enxofre para os organismos

incapazes de realizar a via assmúlativa do sulfato, principalmente em ambientes marinhos
\

(MANAHAN, 1994). O sulfeto produzido pela biodegradação/desulfürilação do enxofre

orgânico (rota 3) fica disponível no ambiente, e constitui a maior fonte de enxofre reduzido
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no ambiente de água doce. O sulfeto produzido pelas BRS, excede a quantidade usada para a

síntese celular das próprias BRS, que sendo anaeróbias, apresentam babco coeficiente de

produção celular (WÏDDEL, 1988).

Sob condições anaeróbias e reduzidas, o sulfeto de hidrogênio é

energeticamente estável, assim como o sulfato em condições aeróbias, no entanto, pode ser

oxidado biologicamente por bactérias púrpuras do enxofre (rota 4). Se houver luz disponível,

a oxidação anaeróbia do sulfeto pode também ocorrer devido ao metabolismo de bactérias

fotótrofas, porém apenas em áreas restritas, usuahnente em lagos, onde a luz pode penetrar

suficientemente em áreas anóxicas (OLLIVEER et al., 1994).

Sob condições aeróbias, o sulfeto é oxidado espontaneamente em pH neutro. As

bactérias oxidadoras de enxofre elementar são também capazes de cataüsar a oxidação do

sulfeto, mas devido à rápida reaçâo de oxidação espontânea, isto só ocorre em áreas

anóxicas. Recentemente, estudos com radiotraçadores e de balanço de massa evidenciaram

que cerca de 95% do sulfeto produzido nesses ambientes são reoxidados a sulfato,

principahnente pelo oxigênio e pêlos íons nitrato, Fe (ÜT) e Mn (IV) (J0RGENSEN, 1990).

A oxidação do sulfeto pelo oxigênio pode levar à formação de tiossulfáto (rota

6), que por sua vez, pode ser oxidado, reduzido ou, em parte, transformado (J0RGENSEN,

1990; J0RGENSEN e BAK, 1991). Nos últimos anos, foi demonstrado que a transformação

parcial do tiossulfato a sulfeto e sulfato (rota 7), é derivada de um metabolismo importante

para as rotas do enxofre nos sistemas aquáticos, e que os microrganismos capazes de

executá-la, são numericamente abundantes (J0RGENSEN e BAK, 1991).

O enxofre elementar é quimicamente estável na maioria dos ambientes, e na

presença de oxigênio é facümente oxidado pelas bactérias oxidadoras do enxofre (rota 5),

como os membros do género Thiobacillus. Os mais importantes redutores de enxofre

elementar na natureza são as bactérias redutoras de enxofre, ^omo o género Desulfuromonas^

que realizam a redução desassimilativa do enxofre (rota 8) durante a oxidação da matéria

orgânica (WIDDEL, 1988;MANAHANJ994).

O ciclo do enxofre inclui outras rotas não üustradas na Figura 3.1. Compostos

de enxofre sofrem outras mterconversões devido a processos químicos e geológicos. Além

disso, grande quantidade de enxofre orgânico acumula-se em ambientes marinhos, como por
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exemplo, sabe-se que 45 t(meladas de dimetila salfeto são produzidas anualmente pela

degradação do propionato dimetilsulfÔnico, um produto químico produzido por algas

marmhas para a osmorregulação (TERRY, 1998).

3.2.2 Degradação anaeróbia da matéria orgânica

(AS bactérias redutoras do íon sulfato ocupam uma posição chave na degradação

da matéria orgânica, participando da etapa final da cadeia alimentar anaeróbia, como as

Archaea metanogênicas, e utilizando os produtos finais da fermentação de outros

microrganismos como fonte de carbono e doadores de elétrons (STANIER et al., 1987;

WIDDEL, 1988^}Essa proximidade de nichos faz com que exista uma interação entre os

dois grupos citados. De fato, na natureza observa-se competição entre esses grupos, pois

ambos podem utilizar hidrogênio e acetato como substratos. No entanto, a redução do sulfato

predomina apenas em ambientes marinhos ou nos ricos em sulfato; nos demais, a

metanogênese prevalece, pois a concentração de sulfato toma-se imútante (SMITH. e KLUG,

1981a; LAANBROEK et a/, 1984; WIDDEL, 1988; MORT e DEAN-ROSS, 1994).

'[Teoricamente, a relação DQO/S04 para a redução total do sulfato é 0,67

(SPEECE, 1996; OMIL et ai, 1998). Isto indica que, em biorreatores anaeróbios

empregados no tratamento de águas residuárias, a competição entre as BRS e os organismos

metanogênicos aumenta com o decréscimo da relação DQO/S04\ ou seja, quando esta taxa é

de 0,67, teoricamente, há sulfato disponível suficiente para a completa remoção da matéria

orgânica apenas por BRS; para taxas menores que 0,67, a quantidade de matéria orgânica é

insuficiente para a completa redução do sulfato e substrato extra deve ser adicionado, se a

remoção de sulfato for objetivo do tratamento. Se a taxa exceder'0,67 a remoção completa da

matéria orgânica pode ocorrer, não apenas pela atividade das BRS, mas também dos

organismos metanogênicos (OMIL et al., 1998}_^

As BRS apresentam uma notável aplicação ao tratamento de águas residuárias,

pois além de participarem da mmeralizaçâo da matéria orgânica, com consequente remoção

de sulfato, também participam da remoção de metais pesados devido a complexação destes

com o seu produto metabólico (sulfeto), formando compostos muito insolúveis

(HAMILTON, 1985). \
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Além da remoção de metais pela complexação, sabe-se que alguns géneros são

capazes de reduzir formas solúveis de urânio e cromo (LOVLEY et al., 1993).^Espécies de

Desulfovibrio participam da redução enzimática do FeÇtIT) em ambientes marinhos e

sedimentos profundos (COLEMAN7 et al. apud LOVLEY et al., 1993). TEBO e

OBRAZTSOVA (1998) isolaram recentemente uma espécie de BRS, Desulfotomaculum

reducens, capaz de reduzir Mn(IV), Fe(III), Ü(IV) e CrCVI) Espécies de Desulfovibrio

podem reduzir formas solúveis de urânio \JÇVT) tomando-os insolúveis, auxÜiando na sua

remoção em águas contaminadas (LOVLEY et aÏ., 1993).

Ainda, sob o ponto de vista ambiental, outra atividade ünportante realizada

pelas BRS inclui a desalogenaçâo redutiva de alguns compostos organoclorados como o 3-

clorobenzoato (HANSEN, 1994), o percloroetileno (PCE) (SHELTON e TIEDJEI, 1984), o

pentaciorofenol (PCP) (DAMIANOVIC, 1997), além da utilização de compostos

heteroaromáticos como quinei e indol (JOHANSEN et al., 1997).;

3.2.3 A participação das BRS no processo de biocorrosão anaeróbia

Por muito tempo, o processo corrosivo esteve relacionado exclusivamente com

a presença de oxigênio, até a descoberta da ocorrência de muitos casos de corrosão em solos

anóxicos (PENG e PARK, 1994). ÍForam os estudos realizados em 1934 por VON

WOLZOGEN KUHR e VAN DER VLUGT8 apud PENG e PARK (1994) que indicaram a

paiticipação das BRS no processo de corrosão anaeróbia e o conceito de corrosão induzida

por microrganismos foi aceito, relacionando a importância dos microrganismos na

aceleração dos processos eletroquímicos envolvidos na corrosão (VIDELA, 1996)J]

Dentre os mecaaismos que explicam o processo de biocorrosão, é comum em

todos a dependência do metabolismo das BRS (HAMILTON e MAXWELL, 1986). No

entanto, há uma interdependência entre BRS e outros microrganismos responsáveis pela

geração das condições reduzidas e da disponibilização de nutrientes para o desenvolvimento

das células de BRS (SANDERS e HAMILTON, 1986), como será discutido a fi-eate.

7 COLEMAN, M.L.; HEDRICK, D.B.; LOVLEY, D.R.; WHITE, D.C.; PYE, K. (1993). Reduction of Fe (m) in sediments by

sulphate-reducing bactéria. Nature. v. 361, p. 436-438.
8 VON WOLZOGEN KUHR; C.A.H.; VAN DER VLUGT, I.S. (1934). The graphitization of cast irons as na etectrodiemical

process in anaeróbio soils. Water. v. 18, p. 147-165.
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Antes da colonização de uma superfície metálica por microrganismos, adsorve-

se um filme de macromoléculas orgânicas e inorgânicas ("fouling") onde as células se

aderem e se reproduzem, formando colónias (Figura 3.2) (VIDELA, 1995). O material

orgânico e inorgânico, juntamente com os microrganismos e seus produtos metabólicos,

constituem o "biofouling", cuja disposição na superfície metálica não ocorre como um filme

contínuo, mas como aglomerados pontuais, promovendo a biocorrosão localizada, também

conhecida como corrosão em "pitting" ou "PFT". Além de influenciar na biocorrosão, o

biofoulmg é visto como um depósito indesejável de matéria orgânica e inorgânica nas

superfícies, que resultam em problemas no desempenho e tempo de vida dos equipamentos

(EDYVEAN e VmELA, 1994).
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FIGURA 3.2 Processo de formação de um biofilme sobre uma superfície inerte

l - Transporte e adsorção de moléculas orgânicas

2 - Transporte de células microbianas

3 - Aderência de células microbianas

4 - Crescünento no interior do biofilme

5 - Desprendimento do biofihne

Fonte: VIDELA, 1995

O biofilme formado durante esse processo, além de ligar as bactérias à

superfície, também tem função de proteção, evitando a difusão do oxigênio e de eventuais

biocídas. Além disso, tende a absorver moléculas orgânicas, permitindo um maior

aproveitamento nutricional pêlos microrganismos (FONSECA et al., 1996).
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A associação de distintas espécies de microrganismos, aeróbios e anaeróbios,

origina com frequência a formação de zonas com aeraçâo diferencial, promovidas pela

atividade metabólica de microrganismos que consomem oxigênio, os quais propiciam

condições adequadas ao desenvolvimento de espécies anaeróbias. As zonas sem oxigênio

comportam-se anodicamente, se comparadas com as demais, e são centros potenciais de

ataque ao metal (VIDELA, 1981; TILLER, 1986).

A Figura 3.3 üustra um modelo de corrosão microbiana com a participação de

grupos metabólicos distintos, sob condições aeróbias e anaeróbias no interior de um biofiíme

(HAMILTON e MAXWELL, 1986). Pela atividade micial de espécies aeróbias e

facultativas, a concentração de oxigênio diminui no interior do biofilme, concomitantemente

com o crescimento da massa bacteriana.

fflSELÍQUIDfl

teor de O^
^ 100%

aüïidadeaeróbiaheterótrcfa, consumo de
oagênio, produtos metabólicos

^
atiïidaúe anaeróbia heleróírofa; produtos
fermentados (incluindo H^ e acetato).

4
bactérias redutoras de sulfato, produção de sulfeío

mm

FIGURA. 3.3 Distribuição dos diferentes grupos metabólicos no interior de um biofilme

segundo a concentração de oxigênio.

Fonte: HAMILTON e MAXWELL (1986)

Esse consórcio microbiano no biofilme produz efeitos smérgicos, incapazes de

serem originados pelas espécies crescendo isoladamente. Por exemplo, a coexistência de
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espécies aeróbias e anaeróbias sobre superfícies de aço-carbono permite que bactérias

capazes de reduzir os compostos fémcos (insolúveis) a ferrosos (solúveis), provoquem a

dissolução de camadas passivantes do ferro constituídas, predommantemente, por óxidos e

hidróxidos fémcos. Dessa maneira, o acesso do sulfeto à superfície do metal é facüitado,

bem como de outros produtos corrosivos gerados pelas BRS (VÏDELÁ, 1995;1996),

As chamadas bactérias aeróbias do ferro, pertencentes aos géneros Gallionela,

Leptothrix e Crenothrix que oxidam o Fe a Fe3+ desempenham papel importante nesse

processo de formação de zonas com aeração diferencial, pois consomem oxigênio e

precipitam óxidos e hidróxidos de ferro na forma de pequenos tubérculos (BORZANI, 1975;

VTDELA, 1981) impedindo o acesso de oxigênio em algumas regiões.

E comum este tipo de corrosão no interior de tubulações de redes de

distribuição de água, onde, por ação bacteriana, formam-se incmstrações compostas por um

núcleo de sulfeto de ferro e camadas superficiais de hidróxido ferroso, carbonato de ferro e

carbonato de cálcio (VIDELA, 1981). No interior dessas formações, encontram-se as BRS

que criam condições propícias para a corrosão localizada na base do tubérculo, geralmente

casos de corrosão por "pitting" (VIDELA, 1981; HAMILTON, 1985).

WESTLAKE et al. (1986) relataram que Nitrosomonas spp, bactéria do ciclo do

nitrogênio, também pode estar relacionada com o processo corrosivo por fornecer nitrato,

principalmente para espécies de Pseudomonas, enconü-adas muitas vezes associadas às BRS.

Na Tabela 3.3 são mostradas as reações que ocorrem durante o processo

corrosivo em uma superfície metálica, entre elas a reação proveniente do metabolismo das

BRS, responsável pela despolarização catódica (reação d). As reações anódicas da

soÏubilização do metal e as reações catódicas realizadas pelas BRS devem ocorrer

balanceadamente, a fim de preservar a neutralidade eletroquímica do meio (TILLER., 1986).

Segundo CORD-RUW1SCH e WTODEL (1986), quando ferro está imerso em

água, há uma liberação de cátions Fe tornando a superfície do metal carregada

negativamente pêlos elétrons remanescentes da reação anódica (reação a). O processo de

dissolução continuaria se os elétrons fossem, removidos, por exemplo, pelo oxigênio, que age

como aceptor destes eiétrons resultaado na formação de oxidas. Na ausência de oxigênio,

estes elétrons reduzem os prótons provenientes da dissociação da água (reação b), formando
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hidrogênio, que permanece na superfície do metal (reação c) protegendo o ferro da

dissolução. Estabelece-se então um equilíbrio dinâmico, que mantém o ferro polarizado pela

camada de ïiidrogênio (polarização catódica).

TABELA 3.3 Reações envolvidas no processo de biocorrosão anaeróbia em uma

superfície metálica submersa em água

a) Reação anódica
b) Dissociação da água
c) Reaçâo catódica
d) Despolarização catódica (BRS )
e) Formação de produtos de corrosão

f) Formação de produtos de corrosão

g) Reação global

(I)
(II)

4Fe -^ 4Fe^ + 8e-

SïLO -^ 8H+ + 80H-

8H++8e"->8H->4H2

SÜ42' + 4Hs -^ HsS + 2H20 + 20H-
Fe2+ + HzS -> FeS + 2H+

3Fe2+ + 6(OHy -> 3Fe(OH) 2

4Fe + SÜ42' + 4H2Ü -> FeS + SFeÇOH); + 20H-

Fonte: HAMILTON (1985); CORD-RUWISCH e WIDDEL (1986); FONSECA et al. (1996)

A teoria da despolarização catódica fTDC), proposta por VON WOLZOGEN

KUHR e VAN DER VLUGT , sugere que em ambientes anaeróbios, o passo principal para a

biocorrosão é a remoção do hidrogênio formado no cátodo, pelo sistema da eixzima

lúdrogenase presente nas BRS (reaçâo d) (FONSECA et al. 1996; VmELA, 1981;

STARKEY, 1986; DUQUETTE e RICKER, 1986). Essas bactérias apresentam grande

habiüdade em metabolizar hiàrogênio molecular. No entanto, não são todas as BRS que

apresentam hidrogenase, sendo responsáveis pela processo corrosivo, segundo a TDC,

someiite as espécies com hidrogenase positiva CÏÏLLER, 1986).

lo a TDC, as BRS estão envolvidas com a corrosão por utilizarem o

hidrogênio passivante como fonte de energia para a redução do sulfato, permitindo que a

superfície do metal seja'oxidada (WIDDEL, 1988). O sulfeto produzido pelo metabolismo

dessas bactérias é combinado com o ferro oxidado, formando-se Fe§i

Alguns investigadores acreditam que esse mecanismo é fundamental na

corrosão do ferro e aço, pois numerosos experimentos usando BRS em cultura pura

confinnam essa teoria. BOOTtí> et al. apud TILLER (1986) mostraram que culturas puras

BOOTH, G.H.; ELFORD, L.: WAKERLEY, D. S. (1964). Br. Carros. J. v. 3, p. 242-245.
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de BRS mesófilas, halófilas e termófilas, com hidrogenase positiva, foram capazes de

despolanzar um catodo. CORD-RÜWISCH e WmDEL (1986) realizaram ensaios com

Desulfovibrio sapovorans em que evidenciaram uma maior produção de sulfeto em meio de

cultura com lactato e fios de aço, quando comparado ao cultivo apenas em meio com lactato.

Três géneros de BRS, Desulfovïbrío vulgaris, Desulfobacter postgatei e

Desulfobulbus propionicus foram testados a fim de determinar a sua participação no

processo corrosivo. No entanto, os resultados indicaram que apenas a cultura Desulfovibrio

vulgaris apresentou atividade corrosiva (GAYLARDE, 1992). Experimentos realizados por

LEE e CRARACKLIS (1993) confirmaram a participação da espécie Desulfovibrío

desuljüricans no processo corrosivo, aumentando proporcionalmente com o aumento da

concentração de ferro. Estudando três espécies de Desulfovibrio, D. salexigens, D. vulgaris e

D. multíspirans, espécies conhecidamente hidrogenase positiva, CZECHOWSKI et al.

(1990) determinaram que D. saïexígens foi a espécie que utiÜzou mais eficientemente o

hidrogênio proveniente de cupons de aço como única fonte de energia.

Contudo, alguns pesquisadores (MILLER e TILLER10 apud DUQUETTE e

RICKER, 1986) têm reportado que outros fatores devem ser considerados na corrosão

anaeróbia, incluindo a despolarização catódica pelo FeS. Este composto age como um

catado, assim como um metal nobre, e facilita a despolarização (CORD-RUWISCH e

WIDDEL, 1986). Sendo assim, não apenas as BRS hidrogenase positiva estariam envolvidas

na despolarização catódica, mas todos os géneros poderiam causar corrosão devido à

produção de sulfeto. A Figura 3.4 ilustra as atividades de BRS hidrogenase positiva e

negativa no processo corrosivo.

Esse mecanismo foi confirmado por BOOTH^ et al. apud HAMILTON

(1985), em experimentos com cupons de aço e BRS em crescimento na ausência de sulfato

(substituído por fümarato), mas com adição gradual de FeS. Eles concluíram que a extensão

da corrosão foi diretamente proporcional ao FeS adicionado, mas não excluíram a aceleração

do processo corrosivo pela ação bacteriana direta. experimentos realizados por LEE e

CHARACKLIS (l 993), suportaram a teoria de que o sulfeto produzido pelas BRS promove

a corrosão de aço pela despolarização catódica, conforme a seguinte reaçâo: 2HzS + 2e' —>

2HS-+H2.

MILLER, J.D.A-; TILLER, A.K. (Ï979).MicrobíalAspecís ofMetallurgy. Ed. J.D.A. Miller, Elsevier, England
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FIGURA 3.4 Processo corrosivo envolvendo BRS hidrogenase positiva e negativa

Fonte: CORD-RUWISH e WIDDEL (1986); FONSECA et al. (1994)

A corrosão devida à formação de metabólitos ácidos é usuahnente associada aos

microrganismos aeróbios, como as bactérias Thiobacillus thiooxidans e T. ferrodizuidans e o

fungo Cladosporium resinae (TILLER, 1986). Dentre os casos mais representativos,

encontra-se o ácido sulfürico produzido por bactérias aeróbias do género Thiobacïllus

(VIDELA, 1981; BORZANI, 1975). A produção de ácidos orgânicos, se bem que menos

frequente que a de ácidos minerais, tem sido detectada em condições de aerobiose parcial na

indústria de açúcar, pela ação do Lactobadllus delbruckii (VIDELA, 1981).

[Os mecanismos empregados para o controle da atividade de BRS têm sido

através da aplicação de biocidas, e também pelo controle rigoroso dos nutrientes que

pennitem o desenvolvimento das BRS, como sulfato e fontes de carbono, além de nutrientes

essenciais como fósforo e nitrogênio (OKABE et al., 1992). ,

3.2.4 Biocorrosão em Indústrias Petrolíferas

Na indústria de Petróleo, em suas diferentes fases de extração, processamento,

distribuição e armazenamento, apresentam sérios problemas de corrosão devido à presença

de microrganismos e depósitos de "biofoulmg". A Figura 3.5 ilustra a diversidade de
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sistemas suscetíveis à biocorrosão e biofouling" em diversas estmturas de armazenagem

metálicas e de concreto, ductos, trocadores de calor, etc., da indústria offshore de petróleo no

Mar do Norte (SANDERS e HAMILTON, 1986; VIDELA, 1995), além da contaminação do

petróleo com HzS (OKABE et a/, 1992).

Uma simulação feita por LIGTHELM11 et al. apud OKABE et al. (1992)

indicou que a geração de HzS, por BRS em sistemas de produção de petróleo, ocorre em uma

zona entre água do mar mjetada e água produzida, onde existe um gradiente espacial de

fatores ambientais como temperatura e nutrientes. A temperatura varia amplamente durante a

produção de petróleo, de -5 a -20°C correspondente à água do mar mjetada, a 40-100°C

como água produzida no final do processo (OKABE et ai, 1992). Em zonas cuja

temperatura situa-se acima de 50°C, a redução de sulfato deve-se predominantemente à

ativídade de BRS termófílas, provaveünente pertencente aos géneros Desulfotomaculum sp,

Thermodesulfobacterium sp e Archaeoglobus sp (LEU e?ü?/., 1996).

Em muitos casos o produto dos reservatóhos offshore é uma mistura de óleo,

água e gás. A água pode estar naturaünente presente no óleo ou pode ser mjetada no sistema

para manter a pressão adequada, e no caso do produto ser estocado em tanques de aço, estas

condições podem gerar problemas corrosivos consideráveis (SANDERS e HAMILTON,

1986; EDYVEAN e VIDELA, 1994).

O óleo transportado pêlos ductos, mesmo não contendo muita água, apresentam

as condições mínimas para promover a atividade microbiana de bactérias facultativas e

anaeróbias. Essas são encontradas em fluidos e tubérculos no interior dos ductos condutores

de petróleo, especialmente os que usam água de ínjeção (EDYVEAN e VIDELA, 1994).

Esse ambiente rico em hidrocarbonetos e íons sulfato é propício para o

crescimento bacteriano, especiaünente BRS e bactérias aeróbias oxidadoras de

hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos constituintes do óleo são oxidados pelas bactérias

aeróbias na presença de oxigênio, promovendo as condições ideais para atividade das BRS.

A água toma-se rapidamente estagnada e com significativa concentração de sulfeto de

hidrogênio (EDYVEAN e VIDELA, 1994).

11 LIGTHELM, DJ-; DE BOER, R.B.; GRINT, J.F. (1991). ReseTroü- souring: na analytical model for H^S getieratíon and

transportation in na oil reservou-owing to bacterial activity, Soc.Petrol.Eng. SPE 19418. p. 369-378.
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FIGURA 3.5 Diagrama esquemático da diversidade de estruturas e sistemas afetados

por biocorrosão e "biofouling" na indústria de petróleo offshore

Fonte: SANDERS e HAMILTON (1986); VIDELA (1995)

Estudos desenvolvidos em sistemas de produção de óleo no Mar do Norte por

SANDERS e HAMILTON (1986), indicaram que os maiores riscos de biocorrosão por BRS

estão envolvidos no sistema de injeção com água do mar e não na superfície externa, onde a

proteção catódica é efetiva. OKABE et al. (1992) alertaram que a injeção de água do mar em

petróleo bruto resulta nos balanços de íons sulfato, temperatura e nutrientes orgânicos

apropriados para o desenvolvimento de BRS em canalizações e reservatórios.

WESTLAKE et al. (1986) identificaram a relação sintrófica entre bactérias

aeróbias, anaeróbias e facultativas em campos de petróleo (Figura 3.6). Primeiramente, os

constituintes do petróleo como n-alcanos e compostos aromáticos de baixa massa molecular

são utüizados por bactérias aeróbias e ou bactérias fàcuteativas, produzindo compostos de

como o ácido láctico. Na ausência de oxigênio, o ácido láctico é utilizado por bactérias

facultativas e bactérias anaeróbias, como Pseudomonas sp e BRS, respectivamente. Esses

grupos bacterianos estão envolvidos no processo de biocorrosâo, pois a primeira é
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responsável pela despolarização anódica tran&rmando o Fe em Fe2+, acelerando o processo

corrosivo, enquanto a segunda transforma sulfato em sulfeto. Estes dois produtos

metabólicos se combinam-se e formam FeS. O sulfeto ferroso, misturado ao petróleo,

estabiliza as fases óleo-água, causando problemas na sua separação (WIDDEL, 1988).

Nos fluídos produzidos utilizando-se fluxo de água (water-fiooding) em campos

de petróleo, observa-se uma ampla população de microrganismos aeróbios, facultativos e

anaeróbios. Entre microrganismos isolados de sistemas de produção de petróleo capazes de

atacar os cupons metálicos estão os géneros Aeromonas, Alcaligenes, Bacillus,

Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas e Clostridium (WESTLAKE

et al., 1986).

De acordo com estudos realizados pelo Cenpes/Petrobrás, a corrosão detectada

em plataformas brasüeiras offshore e em terra firme, nos equipamentos como tubos e

oleodutos, ocorre devido a incrustações de sulfato de bário e BRS, ambos provenientes da

água do mar tratada usada na injeção para recuperação do petróleo (MAGALHÃES et al.,

1996).

PETRÓLEO
n-alcanos, ccmpostos
aromáticos de üaKa

massa molecular

Fe~' — ^ [ toKtériss fswttsiívas ^^/ —h Fe2+

ÁCIDO LÂT1CO
compostos de baixa 3-

massa molecular SG}

sói

[bsctéríss ajtsefò&iias}
^ e faciíStatiws

bactenas rsïiühífas
tí? SilSfsÍD

h»- FeS

FIGURA 3.6 hiteração entre bactérias aeróbias, anaeróbias e facultativas presentes em

fluidos de campos de petróleo.

Fonte: WESTLAKEtía/. (1986)
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3.3 TAXONOMIA E CARACTERIZAÇÃO DAS BACTÉRIAS

REDUTORAS DE SULFATO

As bactérias redutoras do íon sulfato fazem parte de um grupo heterogêneo de

procariotos envolvendo espécies dos Domínios Bactéria e Archaea (HANSEN, 1994;

WHITE, 1995), com a habilidade comum em utilizar o íon sulfato como aceptor final de

elétrons, reduzindo-o a sulfeto e eliminando-o como produto do seu metabolismo (bactérias

sulfetogênicas) (POSTGATE, 1979; WmDEL e PFENNIG, 1984; WIDDEL, 1988; BROCK

et al., 1994; HANSEN, 1994; OLLWÏEfLetal., 1994; WfflTE, 1995).

l A determinação das sequências de RNAr 16S é geralmente aceita como uma

técnica decisiva para a definição taxanômica de bactérias, dentre elas as BRS (WIDDEL e

BAK, 1992). Assim, análises morfo-fisiológicas celulares, juntamente com as moleculares,

têm classificado as BRS na subdivisâo delta das proteobactérias, exceto o género Gram-

positivo Desulfotomaculum (DEVEREUXetal., 1989; VOORDOUW, 1995)^

A fisiologia e a sistemática das BRS são bastante reconhecidas (POSTGATE,

1979; WIDDEL e PFENNIG, 1984;WIDDEL, 1988). A sua classificação, portanto, baseia-se

nas características nutricionaís e morfológicas, suportada por alguns critérios químicos como

a quantidade de guanma e citosma do material genético e a presença de pigmentos especiais

(WTODEL e HANSEN, 1992; WIDDEL, 1988). No entanto, presença ou ausência de

caracteres bioquímicos nem sempre coincide para um género, apenas complementa

informações sobre algumas características celulares (WIDDEL e BAK, 1992). Sendo assim,

a aplicação de análises do RNAr para a classificação dessas bactérias, não excluí os ensaios

microbiológicos de fisiologia, morfologia e de determinação de estruturas químicas como

ferramentas para o entendimento e compreensão das culturas.

Comparações entre sequências do RNAr 16S têm revelado a presença de dois

ramos (DEVEREUX et ai, 1990) dentro da subdivisâo delta das Proteobactérias, os quais

separam os géneros Desulfovibrío e Desulfomicrobium de outros membros, sugerindo o

estabelecimento de duas famíUas: Desulfovibnonaceae e Desulfobacteriaceae. Os dois

géneros citados anteriormente compõem a família Desulfovibrionaceae, enquanto que os

géneros Desulfococcus, Desulfomonile, DesulfobotoÏus, Desulfobulbus, Desulfobacter,

Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfofarculus e Desulfobacterium constituem a família

Desulfobacteriaceae (WIDDEL e BAK, 1992; WIDDEL e HANSEN, 1992; OUDE
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ELFERINK et al., 1998). Segundo DEVEREUX et al. (1990), nessa subdivisâo estão

incluídas as bactérias mesófíias e Gram-negativas e que portanto, os géneros

Thermodesulfobacterium e Desulfotomaculum estariam fora desse grupo.

Uma árvore filogenética baseada no RNAr 16S de algumas espécies de BRS,

determinada por KNOBLAUCH et al. (1999), é apresentada na Figura 3.7. Nela são

destacados alguns géneros de BRS pertencentes a subclasse delta de Proteobacteria. As

espécies destacadas foram isoladas e identificadas pêlos autores a partir de amostras de

sedimentos marinhos psicrofílicos

Oesutfofaoa gélida PSv29T

DesuÍfossrcinàiDesulfonemà

Desutfoba cteríDesul-foba cterium

Desuifomonile riedjei

Syntrophus

Pelobscter/GeobacterfDesulfuromonas

Desulfo rhab dus/Desulfa cinum

Myxococcus/Ch ondromyces

D ff sul fo vsbriona cês e

Desutfoirigus oceanense ASv26T

• Desulfofrigus frag^e LSv21'

DestiSfotaíea psychrcphiia LSvSí
Destilfotalea arctica L5v514'

Desulforhopaíus vscuolstus

Desulfocapss

' Desutfofustis glycotícus

FIGURA 3.7 Arvore filogenética baseada no RNAr 16S de algumas espécies de BRS

pertencentes a subdivisâo delta de Proteobacteria

Fonte: KNOBLAUCH et al. (1999)

Nos primeiros trabalhos de pesquisadores sobre as BRS (POSTGATE, 1979),

dois géneros tomaram-se clássicos, o género Desulfovibrio, constituído por células

bacterianas curvas e móveis, não formadoras de esporos, que utilizava preferencialmente os

substratos orgânicos lactato e pimvato, realizando a oxidação incompleta desses substratos, e

o outro grupo, cujas bactérias possuíam um metabolismo similar, porém, abrangendo
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espécies formadoras de esporos, cujo género foi denominado Desulfotomaculum (WIDDEL,

1988). A fomiação de esporos é a principal característica que distingue os géneros

Desulfotomaculum e Desulfovibrío (WIDDEL, 1988). Posteriormente, outros tipos de BRS

foram descritos, muitos com respostas fisiológicas e morfológicas diferentes dos géneros

anteriormente citados (WIDDEL, 1988).

São diferentes os tipos celulares de BRS descritos, inclumdo cocos, bacilos

longos retos ou ovais; bacílos curvos ou espirilos, células agregadas, com presença

intracelular de vesículas de gás e filamentos (Tabela 3.1) (WIDDEL e BAK, 1992). No

entanto, os aspectos morfológicos não constituem um bom critério para a descrição

taxonômica, e podem ser discordantes das informações moleculares que classificam as

células (WIDDEL e BAK, 1992). Além disso, a capacidade de pleomorfismo dessas

bactérias pode comprometer a identificação, principaünente no que se refere aos géneros

Desulfovibrio e Desulfotomaculum, que tendem a formar, respectivamente, espirilos e

filamentos, morfologias estas influenciadas pela idade da cultura e pelas condições

ambientais (POSTGATE, 1979).

Alguns pesquisadores relataram que as BRS em cultura pura de laboratório,

principalmente as originárias de ambientes salmos, agregam-se algumas vezes devido a

condições desfavoráveis ao crescimento, tais como pH extremo, temperatura acima do

ótimo, alta concentração de doadores de elétrons e de sais minerais, ou pela presença de

compostos tóxicos. No entanto, sabe-se que na natureza, crescimento agregado pode ser uma

característica de proteção comum às células, frente a condições desfavoráveis

(PANKHURST, 1971; POSTGATE, 1979). DALSGAARD e BAK (1994), cultivando

Desulfovibrio desulfurícans, observaram que quando a bactéria foi submetida à rotação de 60

rpm, o crescimento foi mais lento, a divisão celular quase cessou e que longas células

espiraladas foram formadas.

Segundo WIDDEL e PFENNIG (1984), o pleomorfismo do género

Desulfovibrio ocorre sob condições de stress, como altas concentrações de sulfeto, mas

células jovens que estão no início da fase exponencial são morfologicamente constantes.

A maioria das BRS são móveis e apresentam flagelos para a locomoção. O

género Desulfotomaculum possui flagelo peritríquio, enquanto que o género Desulfovjbrio,

monotríquio, porém, existem culturas de D, deszáfwricans sem flagelos e imóveis
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(POSTGATE, 1979). Outros géneros imóveis apresentados na Tabela 3.1 são:

Desulfomonas, Desulfospira, Desulfohabdus, Desulfococcus, Desulfosarcma e

Desulfobacca.

Alguns critéhos químicos são usados na classificação das BRS, e segundo

WIDDEL (1988) podem ser destacadas a composição da membrana, considerando-se a

coloração de Gram, as enzimas e os transportadores de elétrons envolvidos em seu

metabolismo.

Em geral, grande parte das bactérias marinhas é Gram-negativa e por possuírem

membrana externa, apresentam melhores condições de vida em ambientes nutricíonalmente

diluídos como o ambiente aquático, isto porque estas bactérias lançam suas enzimas no

espaço periplasmático evitando que se dispersem na água (PELCZAR et al., 1993). A

maioria das BRS foi descrita como Gram-negativa (Tabela 3.1), porém, células jovens de

Desulfotomaculum nigrijicans apresentam coloração Gram-positiva (POSTGATE, 1979;

WIDDEL, 1988). Contudo, sob microscopia eletrônica, e segundo análises do RNAr 16S,

considera-se a coloração de Gram de BRS uma característica insegura como diagnóstico para

classificação das bactérias. Por exemplo, a espécie Desulfotomaculum nigrifïcans apresenta a

composição da parede celular de um organismo Gram-positivo (NAZINA e

PIVOVAROVA apud WTODEL, 1988 ), apesar de apresentar resposta negativa quando

corada pelo método de Gram. O mesmo ocorreu com Desulfotomaculum halophilum

CTARDY-JACQUENOD et al., 1998), Atuahnente esse género é classificado como Gram-

positivo, permanecendo fora da subdivisão delta das proteobactérias, que abrange as células

Gram-negativas (VOORDOUW, 1995; WIDDEL e BAK, 1992).

Citocromos, ferrodoxmas, flavodoxinas, NAD e NADP , entre outros, estão

entre os transportadores de elétrons envolvidos no metabolismo de redutoras do íon sulfato,

cujas funções estão destacadas na Tabela 3.4.

Segundo MOURA13 et al. apud HANSEN (1994), as BRS apresentam

diferentes tipos de citocromos. Alguns géneros possuem, em sua membrana, um citocromo

de baixo potencial de oxi-redução, denominado citocromo 03. Este citocromo está eavolvido

no transporte dos elétrons provenientes das fontes de energia para o íon sulfato do APS

2 NAZENA, T.N.; PIVOVAROVA, T.A. (1979). Subnücroscopic organization ans spomlaííon m Desulfotomaculum

nigrificans. Engl. Transi, Mikrobiologíya. v.48, p. 241-245
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(adenosina fosfosulfato), mas não é encontrado em organismos que usam outros aceptores de

elétrons. O citocromo 03 está presente em todas a culturas de Desulfovibrio sp e em alguns

outros géneros. Nos géneros que oxidam completamente o substrato é encontrado outro tipo

de citocromo, o tipo b, presumivelmente envolvido na cadeia transportadora de elétrons

dessas espécies, e ausente nas oxidadoras incompletas (BROCK et al., 1994). Alguns

géneros não formadores de esporos apresentam citocromos dos tipos c e b; outros

apresentam apenas um deles, como Desulfotomaculum sp, que apresenta apenas o tipo b

(WÏDDEL, 1988).

Os transportadores de elétrons e as enzimas envolvidas na redução do íon

sulfato têm sido investigadas, principalmente em espécies de Desulfovibrio e de

Desulfotomaculum (WIDDEL, 1988). Entre as enzimas, destacam-se: hidrogenases,

desidrogenases e redutases.

Segundo CZECHOWSKI et al. (1990), espécies de Desulfovibrio podem conter

três tipos de hidrogenases que têm sido encontradas no citoplasma, como em Desulfovibrio

mulUspïrans, no periplasma, como em Desulfovibrio vulgaris e em Desulfovibrio salexigens

e na membrana celular. Algumas BRS que apresentam hidrogenase podem reduzir sulfato

com hidrogênio molecular (PANKHURST, 1971). Também foi constatado nesse género, a

presença das enzimas ü-lactato, L-lactato, pimvato e formiato desidrogenases (WIDDEL,

1988).

A ATP sulfürilase, como será visto no item 3.5 deste capítulo, é a enzima que

ativa o íon sulfato a APS, porém não é encontrada apenas em BRS. Essa enzima catahsa

também o primeiro passo da reação assmúlativa do sulfato em bactérias e plantas, mas

muitas diferenças químicas existem entre as ATP sulfürilases dos dois processos (WTDDEL,

1988). A APS redutase é a enzima que reduz o APS a sulfíto e AMP, e também está presente

no género Thiobadllus, uma bactéria capaz de oxidar o sulfeto, e em bactérias púrpuras

fotótrofàs (HANSEN, 1994). Somam-se às redutases, a sulfito redutase e a tiossulfato

redutase (WmDEL, 1988).

13 MOURA, J.J.G.; COSTA, C.; LIU, M-Y; MOURA, I.; LEGALL, J. (1991). Structural and fünctional approadi toward a

classifícation ofthe complex cytodu-ome c system found m sulfate-reducing bactéria. Biochim. Bíophys. Acta. v. 1058, p. 61-66
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TABELA 3.4 - Transportadores de elétrons encontrados em bactérias redutoras de

sulfato e suas possíveis funções.

TRANSPORTADORES

DE ELÉTRONS

POTENCIAL

MÉDIO (mV)

POSSÍVEIS FUNÇÕES

NAD+

NADP+

-320

-320

Cítocromo c^ - tsm

Citocromo Cs octaheme - ctp

Citocromo c^ hexadecaheme - tsm

Citocronio C3 monoheme —tsm

Cft.ocromo Ca tetraheme - tsm

Citocromo c hexaheme - tsm

Citocromo b —tsm

Menaquuiona -tsm

Rubredoxina - inc

Rubreritrina - çíp

Flavodoxina - ctp

Ferrodoxina II - dkp

Ferrodoxina I ~ ctp

Menaquinona

Desulforedoxiua

Desulfofenrodoxina

Flavoredoxina

-50 a-400

?

?

ca.O

-12-3-320

?

?

-73

O a-50

+230

-150 ,-440

-130

-440

-35

?

-348

Acqrtor de ADH (muitas espécies); aceptor de AtaDH (Dsv m); acqrtor

de MDH {Dsby, aceptor de GAPDH (Dsv m)

Aceptor de ME (Dív); acq)toT de IDH (Dsbcter); redução do urânio

(Dsv. vuigaris)

Aceptor de hidrogenase periplásmica; aceptor de FDH (Dsv gigas)

redução do üossulfato (canunho do tritionato) (Dsv)

A.ceptor de hidrogaaases

Acqrtor de FDH (Dsv) ?

nd

Nitdto redutase (Dsv desulfuricans)

SucDH (Dsb; Dsv. gigas)

Aceptor de LDH, NADHADH

Doador para a APS redutase; transporte de elârons do NADH para Oi

redução do tritionato para tiossulfato e bissulfíto (Dsv. vulgaris e

desulfuricans)

Alternativa para ferrodoxuia

Doador de bissulfito redutase

A.ceptw de PDH e A1DH (Dsv)

transporte de elétrons durante a oxidação do acetato

nd

nd

Transfere elétrons para a bissulRto redutase

ABREVIAÇOES: ADH; álcool desidrogetiase; A1DH: aldeido desidrogenas^ AlaDH: alanina desidrogenase; CrT: citocromo;

FDH: fomúato desidrogenas^ SucDH: succinato desidrogeuase; Híase: hidrogenase; IDH: isocitrato desidrogenase; GAPDH:

glicCTaldeído 3-fosfato desidrogaiase; MDH: malato desidrogenase; ME: enzima málica; LDH: lactato desidrogenase; PDH:

piruvato oxiredutase; NADHDH NADH: desidrogenases; Dsb: Desulfobulbus sp; Dsbcter: Desulfobacter sp; Dsv:

Desulfovïbrio sp; m: marinho, tsm rtransmembrana, ctp: citoplasmática, ?: localização incerta, nd: não determinado

" LOVLEY et al. (1993) b WIDDEL, (1988)c FAUQUE et at (1991) apudWSDTïEL e HANSEN, (1992)

Fonte: HANSEN (1994)

A enzima desassímilativa sulfito redutase (também chamada de bisulfíto

redutase em pH 7) das BRS é encontrada em quatro diferentes formas: desulfoviridina,

presente principalmente nas espécies de Desulfovíbrío utilizadoras de hidrogênio e lactato

(POSTGATE, 1979; WIDDEL e PFENNIG, 1984;BROCK et al., 1994); desulforubidina,

em Desulfomicrobium sp; P582. em Desulfotomaculum sp: e desulfofüscidma. em

Thermodesulfobacterium sp (WIDDEL e HANSEN, 1992; HANSEN, 1994; LIU e PECK

JR.,1981).
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As bissulfíto redutases de BRS são diferentes no espectro de absorção ou em

suas propriedades químicas (SIEGEL apud WIDDEL, 1988), porém uma única forma é

encontrada em cada espécie (STANIER et al., 1987). Quanto à sua localização, não há

evidências físicas que indiquem que as bissulfito redutases são associadas à membrana

(WIDDEL, 1988). A desulfoviridma produz uma siroporfirma, que em meio alcalino,

apresenta uma coloração vermelho fluorescente, um teste típico para diagnosticar a presença

da bissulfito redutase (POSTGATE, 1979; WIDDEL, 1988). Sua função está descrita no

item 3.5.

WD3DEL (1988) comentou ainda sobre a existência de duas outras eiLzimas, a

catalase e a superoxidase dismutase, envolvidas na respiração do oxigênio em organismos

aeróbios, mas observadas também em Desulfovibrio vulgaris, D. gigas e D. desulfüricans'.

LIU e PECK apurfWIDDEL (1988) isolaram em D. desulfüricans um citocromo agmdo

como uma nitrito redutase.

3.4 DIVERSIDADE NUTRICIONAL DAS BACTÉRIAS REDUTORAS

DE SULFATO COM RELAÇÃO Á OXIDAÇÃO DOS SUBSTRATOS ORGÂNICOS

E REDUÇÃO DOS COMPOSTOS INORGÂNICOS

3.4.1 Substratos utilizados como fonte de carbono e energia para a redução

do sulfato

As BRS são, em sua maioria, quimiorganótrofàs (WIDDEL e PFENNIG, 1984)
''(-

e utilizam compostos orgânicos de baixa massa molecular como lactato, piruvato, malato,

etanol e ácidos graxos de cadeia curta ÇPOSTGATE, 1979; LAANBROEK e PFENNIG,

1981; WIDDEL, 1988;), produzidos como metabólitos ou produtos finais de organismos

fermentativos ou aeróbios (OLLrVTER et al., 1994). carbonos, açúcares (glicose e finrtose) e

em alguns casos indol, fenol ou catecol (OLLIVÜER et al., 1994).

14SIEGEL, L.M. (1975). Biochemistry ofthe sulíürcycle. In: Metabolism of sulfiir compounds - Meïhaboïic païhways. D. M-

Greenberg (Ed). Acadeaüc Press. NY- v-7, p. 217-286.
15 LIU, M.C.; PECK JR, H.D. (1981). The isolation ofa hexaheme cytodirome fromDesulfovíbrio desulfüricans aod its

identifícation as aQewtypeofnitritereductase.J.fï/o/. Chem. v. 256, p. 13159-13164
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^ c; /Entretanto, existem espécies mixotróficas, capazes de utilizar apenas o HÏ como

fonte de elétrons (WIDDEL e PFENNIG, 1984), além das fontes orgânicas. Poucas espécies

podem usar álcoois com mais de três carbonos, açúcares (glicose e fütose) e em alguns casos

indol, fenol ou catecol (OLLIVTER et al. 1994). Apesar de serem classificadas como

organismos heterótrofos, alguns géneros podem crescer autotroficamente com €02 como

fonte de carbono (WIDDEL, 1988). E comum a existência de metabolismo fermentativo em

alguns géneros (WTODEL e PFENNIG, 1984).

HAMILTON (1985) comenta que estudos quantitativos realizados com

substratos marcados evidenciaram que, em sedimentos marinhos, 10% do hidrogênio, 50%

do acetato, 10% do propionato e 10% do butirato foram utilizados durante a redução do

sulfato, e que lactato e acetato, em lagos eutrofízados, não suportam este metabolismo.

A Tabela 3.5 apresenta os substratos orgânicos utilizados pelas espécies de BRS

durante a redução do sulfato, bem como a classificação das BRS segundo a oxidação dos

mesmos.

Como mencionado anteriormente nos parágrafos relacionados à bíocorrosão e à

caracterização morfológica, as bactérias redutoras de sulfato são divididas em dois grupos

fisiológicos distintos, em relação à oxidação do substrato orgânico: um grupo capaz de

oxidar completamente os substratos orgânicos (inclusive acetato) a COi, denominado

oxidador completo, e um grupo oxidador mcompleto que não apresenta os mecanismos

enzünáticos envolvidos na oxidação total do substrato, produzindo acetato nesta oxidação

(POSTGATE, 1979;WIDDEL, 1988; BROCKera/., 1994;HANSEN, 1994).

A via de oxidação do acetil-CoA, presente em alguns géneros, é usuaknente

associada à habilidade em também usar acetato como substrato de crescimento, como o

género Desulfobacter'. Contudo, oitíros oxidadores completos podem apresentar crescimento

mais lento nesse substrato (WIDDEL e HANSEN, 1992). Somam-se aos oxidadores

completos Desulfotomaculum acetoxidans, Desulfotomaculum sapomcmdens e Desulfovibrío

baarsu (WmDEL, 1988; BROCK et al., 1994). Dentre as espécies de Desulfotomaculum que

utilizam o acetato, um bom crescimento pode ser obtido sob elevadas temperaturas (OUDE

ELFERINKéTü/,1995).
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A efícíência na utilização do acetato n^o é a mesma para todas as ôxidadoras

completas, provavelmente devido ao mecanismo de utilização desse substrato. Tipos

especializados como Desulfobacter sp, usam acetato como único substrato orgânico e

crescem vigorosamente. Outras oxidadoras completas preferem outros ácidos orgânicos ou

álcoois, e usam acetato muito lentamente, com baixa produção celular; por exemplo a

Desulfovibrio baarsii (oxidador incompleto) apresenta um coeficiente de produção celular

(Y) em tomo de 0,7 - 1,4 g/mol, enquanto que a Desulfobacter posfgatei (oxidador

completo), 3,4 - 4,8 g/mol (WIDDEL, 1988).

Existem dois caminhos para a oxidação do acetil-CoA a COz sob condições

anaeróbias: o ciclo modificado dos ácidos tricarboxílicos (TCAm) (BRANDIS-HEEP et al.,

1983; WHTTE, 1995), presente nas culturas típicas de ambiente marinho do género

Desulfobacter, e a via do acetil-CoA. também chamada de via do monóxido de carbono

(BRANDIS-HEEP et at, 1983).

Estudos desenvolvidos por BRANDIS-HEEP et al, (1983) com a espécie

Desulfobacter postgatei, coofirmaram a presença de todas as enzimas necessárias para a

oxidação do acetato via TCAm, Durante o metabolismo, há formação de acetil-CoA pela

ação da enzima CoA transferase, que catalisa a transferência do grupo CoA do succuül-CoA

produzido no TCAm (STANIER et al., 1987; BROCK et al., 1994).

A via do a»eEi^ Co-A é utilizada pelas espécies Desulfotomaculum acetoxidans,

Desulfobacteríum s^ Arclyieoglobus julgídus (SPORMANN e THAUER, 1988),

Desulforhabdus amnfylf^Q Desulfobacca acetoxidans (OUDE ELFERENK et al., 1995), e

envolve uma série d^|j>et,Ôce não-cícücas, porém reversíveis (BROCK et al., 1994). Essa via

metabólica é encoc&ada egi batférias capazes de crescer autotroficamente com COz

produzindo acetato, p^y^f ali Ht|^in verso do processo é utilizado por algumas bactérias

redutoras de sulfato, y3|p(nd(Í<|i ^tfifr s citados acima, no qual acet^é oxidado a COs

(BROCK et al., 1^>. ÏBSÇ® ç^Bbl^ftio, acetíl-CoA libera gn(tôâ»rffetiÏ'a fi carbonila, que

serão oxidados a CÔ^y Viét^fcmÏ|ïBROCK et al., 199^pQttMANN e THAUER,

1988).

Um aspecto interessante é que, apesar de energetiCamente equivalentes, a

oxidação via ciclo modificado dos ácidos tricarboxÍlicos, utilizado por Desulfobacíer sp

parece ser mais eficiente que a via do acetil-CoA (RANSEN, 1994).
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Usualmente, o termo oxidador completo contempla os géneros capazes de

oxidar completamente o substrato a COi, porém é importante ressaltar que essa classificação

não exclui a eventual eliminação de acetato por esses grupos (STAMS et al . apud

HANSEN, 1992). Uma explicação para a excreção de acetato ocorre quando a formação do

acetil-CoA é mais rápida que as reaçÕes catabólicas de oxidação carbonácea; o acúmulo de

aceül-CoA proporciona a formação de acetato, e este é excretado (BRANDIS-HEEP et al.,

1983).

Aparentemente, os géneros oxidadores mcompletos possuem um mecanismo

enzimático diferente do TCAm, que permitiria a oxidação do acetato (formação do acetil-

CoA) originário dos substratos (WIDDEL e PFENNIG, 1984), Somente compostos com

até dois carbonos podem ser oxidados completamente, tais como oxalato, glicina,

formiato e mefcanol (WIDDEL e HANSEN, 1992, BROCK et al., 1994). Contudo, o

acetato poderá ser assimilado como fonte de carbono orgânico no material celular,

quando essas bactérias utüi2,arem o íüdrogênio ou o formiato como doadores de elétrons

(WIDDEL, 1988).^ As BRS desse grupo são nutricionaünente menos versáteis que as

oxidadoras completas. * Provavelmente, entre as incompletas, a mais versátil seja a

Desulfovibrio sp, que usa Hz, lactato, piruvato, malato, íümarato, etanol, giicerol e

ammoácidos (BROCK et al., 1994).

Nenhuma evidência da oxidação de ácidos voláteis, como ácido acétíco, por

BRS, tem sido demonstrada em ambientes altamente salmos, indicando que as culturas

desses ambientes são, principalmente, oxidadoras incompletas. Esse processo favorece o

acúmulo de acetato nos sedimentos. O aumento da concentração de NaCl em 30% em

ambientes com BRS ativas, resultou em aumento nos níveis de acetato, em tomo de 800 [íM,

indicando que a oxidação completa da matéria orgânica é drasticamente reduzida sob altas

concentrações de sais (OREN17 apud OLUVIER et al., 1994),

16 STAMS, A.J.M.; HANSEN, T.A-; SKYMNG, G. W. (1985). Uülizatian ofammo acids as energy substraíe by two marine

Desulfovibrio strams. FEMS MicrobioL Letï.
OREN, A. (1988), Anaerobic degradation of organic compounds at high salt concentrations. Antonie Leeuwenhoek. v.54, p.

267-277.
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TABELA 3.5 - Substratos orgânicos e inorgânicos utilizados por espécies de BRS

DOADORES DE ELÊTRONS E FONTES DE
CARBONO

ACEPTORES DE ELÉTRONS

ESPÉCIES DE BRS

Desit Ifotom acu íitni

fïigrificans

orientis

rumíms
antarclicum
acetoxidafjs
gifttoideum

sapomanàens
thermobenzoíciiin

reducens

kitzneïsovii

th ermoace toxidans

haiophiiuin

Desuífovibrio
desulfuricans

vnlgarís
gigas
africanus

salexigens
baculaíus

sulfodismutans
{hermophiius

sapovorans

baarsii

carbinoÏicus

fiiffuralis
halophiïus
giganíeus
fi-ucïosovorans

simplex

o
i "f
'Ü'

s
T3
•H

õ

l
I

l

l
ü

l
c

l

c

c

l

l
l

l

l
l

l

l
l
I
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l

l

l

u
'o

s ^
3^.
tfl \-/

<u n
u
ft» W
!SÃ
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1-14
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2-4
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<s>

s
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JÜ
to
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+

"l.

"t.

b+

e+

f+
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E+
t'+

+
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n
ï
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+
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+

+

+

+

+

+
H-

+

+
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+

+
+

+

+

+

+

+
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+
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+
+
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Q
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o
M
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1
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s
tfl
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b
•a

p
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<ü
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ò
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w
ô
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+
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+
+
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+
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(+)
+
+

(+)
(+)

(+)

(+)
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md;
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+
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+

+

+
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TABELA 3.5 (cont.) - Substratos orgânicos e inorgânicos utilizados por espécies de BRS

ESPÉCIES DE BRS

DOADORES DE ELÊTRONS E FONTES DE
CARBONO

2^.

r? ^fe _;

ea —
>. oò̂

& u Ed

ACEPTORES DE ELÉTRONS

Qh*
vt
h-i

p
Wl

<u
<fc
o
M
ÍB
<u

S3
•«->

llu
u

ŝ
<M

E»
Wl
d
•c

Q
•w
«
ü
"3

U)
•a
ô

Desulfobacterium

autotrophicum

vacuolatum

phenolicm
mdolicum

cathecolicum

amlím
(+)

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)
(+)
(+)

(+)
O)
(-*•)

(+)

-+

(+)
(+)
(+)

'-t-

(+)
qui ind
met

met

Desulfonema

limicula
magnum

1,5
2-3

(+)
(+) (+)

c, c

Thermodesulfobwternim

commune l

mobiïis i nd
nd

Désulfococcus.
multivqrtins

- nfúcini

biacutns

0,5

1,5
(+)
(+)

+
+ c+

acet

acct

Desitlfoswcina
variabilis

Desttlfomonile
tiedjei

Desulfobacca

acetoxidans

c 1,5 gf- -l. (+)

nd

+ orgcl meL\\

-t- 't- nd nd

Deaitlfobttlbus
pfopionicns
elongatus

+ •!•

+
prop
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TABELA 3.5 (cont) - Substratos orgânicos e inorgânicos utilizados por espécies de BRS

DOADORES DE ELÉTRONS E FONTES DE
CARBONO

ACEPTORES DE ELËTRONS

ESPÉCIES DE BRS
°^.

d
•a
•R

õ

^—/ u
Ï

.ü ,rt

^ Ã -S

h**

«
«
a

^§
l<

o.

'®

tí
(S

ü

s

tí

®
1->

vs
1-1

Vi

l̂t-<

^
g

^
s

4-i

llü
s>

p
s
s
Wí

+rf

ï.•3
Wl
Ifl
o

•ff

Q
«
li
^
a

a
<<Ü.
W)

*H
ô

t»

£
+^

ô

Desulfoboïithts

Desulfomonas

pigra

Desulforhabclus
amnigemis

Desitlfobacfer

postgatei
hydrogenoph i !u s
latus

cunwíus

Desulfoarculns

Dês u Ifom icro biwfi

Desulfospira
jorgemeníí

Desulfohalobium
retbaense

Archaeglobus

fitlgidtís
profiweSus

0,7
l
2
2

+

+

(+)

nd

nd nd -t- nd nd

M

0.)

+ nd prop

(+)

+ + nd nd

10

Legenda: espécies marinhas compiruvato CWiddel subespécie aestuwii subespécie oxamicns commalato B com lactato ou piruvato exceto uma cultura dismutaçao nd não determinado; gli glicoiie; but butirato;

fm furfuml; tol tolueno, acet acetona; prop propionato; met metanol; glice glicerol; alalnnina; fnifrutose; Cia Ácidos graxos com l SC; Cr Ci(VI); U (VI); quiquinolinc ; ind índole; metil metilados; orgcl organocloiados
t termófilo; m mssófilo; i incompleta; c complela; •t com crescimento; (+) pouco crescimento; - sem crescimonto

FONTE: CAMPBELL e POSTGATE (1965); WIDDEL e PFENNIG (1984); WIDDEL (1988); MIN e ZINDER (1990);.WIDDEL e BAK (1992); ^DDEL e HANSEN (1992); LOWE et aÏ. (1993);
HANSEN (1994); OLLIVIER et al. (1994); VOORDOUW (1995); FINSTER et a!. (1997); JOHANSEN et al. (0997); TEBO e OBRAZTSOVA (1998); OUDE ELFERINK et ü/.(1998);
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No entanto, segundo OUDE ELFERINK et al. (1995), a maioria das BRS

Gram-negativas, utüizadoras de acetato, preferem condições marinhas para o crescimento, e

a degradação de acetato pelas espécies de água doce como Desulfoarculus baarsii,

Desulfobacterium cathecoUcum e Desulfococcus bïacutns, possibilita apenas um lento

crescimento.

O acetato é um intermediário importante durante a decomposição anaeróbia de

compostos orgânicos em ambientes naturais (BRANDIS-HEEP et al., 1983), e duas

possibilidades de degradação são conhecidas: sob concentração limitante de sulfato, o

acetato é fermentado por organismos metanogênicos acetoclásticos a CH4 e COz; sob

disponibilidade de sulfato, é possível seu consumo pelas BRS utüizadoras desse composto

(BRANDIS-HEEPera/., 1983;WIDDEL, 1988).

O lactato tem sido usado como um excelente substrato orgânico para

enriquecimento, isolamento e cultivo dos géneros Desulfovibrio e Desulfotomaculum

(POSTGATE, 1979; WIDDEL e PFENNIG, 1984; WIDDEL, 1988). Como pode ser visto na

Tabela 3.5, o lactato também é utilizado por alguns oxidadores completos como

Desulfobacter sp, Desulfotomaculum acetoxidans, Desulfovibrio baarsi, DesuÏfococcus

niacíni, algumas espécies de Desulfobacterium e Desulfonema sp. Contudo, Desulfovibrio

baarsi, a maioria das espécies de Desulfobacter e algumas espécies do género

Desulfobacterium, Desulfonema e Desulfotomaculum não podem utilizá-lo (WIDDEL e

PFENNIG, 1984; WIDDEL e HANSEN, 1992).

A oxidação do lactato a piruvato é mediada pela lactato desidrogenase, e o

piruvato é descarboxilado para acetil-CoA, em Desulfovibrío vulgaris, com flavodoxinas ou

ferrodoxmas, usadas como aceptores de elétrons (WIDDEL e HANSEN, 1992).

POSTGATE (1979) e WIDDEL (1988) comentam que os ácidos dicarboxílicos

envolvidos no TCA, como o ácido málico, ácido succínico e ácido fiimárico, são substratos

relativamente comuns para BRS oxidadoras completas e mcompletas. Os ácidos fiimárico e

málico permitem um crescimento mais rápido, quando comparado ao ácido succímco

(WTODEL, 1988). KREMER18 et al. apu^WIDDEL e HANSEN (1992), observaram que a

lg KREMER, D.R., NIENHUIS-KUIPER, H.E., TIMMER, C.J.; HANSEN, T.A. (1989). Catab&Usm ofmalate and related
dicaiboxylic acids in various Desulfovibrio árains and tiie involvemeot of an o^gen-labüe NADPH dehydrogenase. Arch.

Microbiol. v. 151, p. 34-39
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atividade da enzima malato desidrogenase depende de cátions divalentes (Mn ou Mg 4) e

que é estimulada por íooas K7.

Entre as BRS que realizam a oxidação completa do substrato, muitas espécies

oxidam o propionato, produto comum de muitas fermentações anaeróbias e da degradação de

ácidos graxos de cadeia longa por culturas sintróficas. Na presença de sulfato, o propionato

pode ser oxidado a acetato e CO-z, pelo género Desulfobulbus (LAANBROEK e PFENNIG,

1981). Desulfococcus multivorans pode oxidar propionato a COi, e seu crescimento é duas

vezes maior que o de Desulfobulbus sp (STAMS et al19. apudWHSOEL e HANSEN, 1992).

'^ \ Ácido butírico e outros ácidos graxos como isobutírico e isovalérico são

oxidados por muitas BRS, completa ou incompletamente (WIDDEL, 1988). O ácido

isobutírico, utilizado como substrato orgânico em técnicas de enriquecimento de amostras de

origem marinha, promove o desenvolvimento de espécies filamentosas como Desulfonema

limicola, enquanto que o isovalérico pode selecionar Desulfococcus multivorans^ovi tipos

com células ovais, provavelmente espécies de Desulfobacterium (WIDDEL, 1988).

São várias as espécies de BRS, tanto as que oxidam completamente quanto as

que oxidam incompletamente o substrato, que podem crescer utüizando etanol como fonte de

energia (WIDDEL, 1988; HANSEN, 1994), Porém, as taxas de crescimento são baixas

(HANSEN, 1994). WIDDEL (1988) comentou que enriquecimentos com etanol, em cultivos

descontínuos de amostras naturais ou de culturas puras, podem inibir o crescimento das BRS

em função do fávorecimento da produção de compostos orgânicos de enxofre, a partir de

aldeídos e sulfeto de hidrogênio que, possivehnente afetam a bactéria.

Durante o crescimento em etanol e sulfato, Desulfovibrio gigas e outras três

culturas de Desulfovíbrío examinadas apresentaram alta atividade da álcool desidrogenase,

ausente no crescimento com lactato (WTODEL e HANSEN, 1992). Com essa enzima,

Desulfovibrio gfgas oxida etanol a acetaldeído, que por sua vez é convertido a acetato via

acetil-CoA, realizando fosforilação a nível de substrato, com produção de duas moléculas de

ATP (HANSEN, 1994).

19 STAMS. A.J.M.; KKEMER, D.R., NICOLAY, K.; WEENK, G.H.; HANSEN, T.A- (1984). Pathway ofpropionateformation

viDesulfobulbuspropiomcus.Arch.MicrobioL\. 139; p. 167-173.
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O crescimento qumúlitotrófico de Desulfovibrio spp, na presença de Hi como

doador de elétrons, requer acetato e COz como fonte de carbono para a biossíntese

(WTDDEL, 1988). A oxidação do Hz como fonte de energia para o crescimento tem sido

claramente documentada, sendo que o hidrogênio e o acetato têm sido identificados como os

principais nutrientes em sedimentos marinhos (HAMILTON e MAXWELL, 1986;

WIDDEL, 1988).

BADZIONG et al. (1979) realizaram ensaios submetendo duas culturas do

género Desulfovibrio a um meio mineral com Hz , SÜ4 e COz, e em um segundo ensaio

acrescentando acetato a esta condição. Seus resultados indicaram que 70% da biossíntese

celular envolvendo a matéria carbonácea derivou do acetato, enquanto que apenas 30% foi

proveniente do COz. A cultura que recebeu COs como única fonte de carbono, não

apresentou crescimento satisfatório. Nesse estudo também foi constatado que o acetato não

participou da redução desassimílativa do sulfato, sendo o Hi presente no meio o único

responsável por essa via.

MIN e ZENDER (1990), estudando a fisiologia de Desulfotomaculum

thermoacetoxidans, uma espécie de BRS oxidadora completa, determinaram que o

crescimento com H2/CÜ2, como fonte de carbono e energia, ocorre apenas na presença de

sulfato como aceptor final de elétrons e que, nessas condições, acetaío sempre foi produzido

e liberado pela célula. E possível que nesta condição, o acetil-CoA seja produzido a partir do

Hz/COz, processo este semelhante ao realizado pelas bactérias acetogênicas.

A habilidade em crescer em formiato é característica de muitos géneros de BRS,

com detecção da atividade da enzima fonniato desidrogenase em Desulfovibrio sp e em

géneros oxidadores completos, exceto em Desulfobacter sp. A utilização de formiato em

géneros oxidadores completos ocorre pelo caminho do monóxido de carbono, para a

oxidação do acetil-CoA. O ácido fórnúco, por ser menos lipofílico que o ácido acético,

provaveünente não pode entrar na célula por difusão via membrana (WIDDEL e HANSEN,

1992), ocorrendo por transporte ativo.

A Tabela 3.6 apresenta as reações dos substratos utilizados por BRS. Neía são

também destacadas as variações de energia livre sob condições padrões,
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A primeira bactéria anaeróbia disponível em cultura pura capaz de realizar

descloração redutiva em compostos aromáticos como o percloroetileno (PCE) foi a cultura

DCB-1, isolada de um consórcio bactehano em lodo de esgoto, e tem sido taxonomicamente

descrita como Desulfomonile tíedjei (SHELTON e TIEDJEI, 1984). Segundo SHELTON e

TIEDJEI (1984), a Desulfomonile tiedjei é capaz de obter energia para o crescimento a partir

da descloração de 3-clorobenzoato, através de mecanismo respiratório quimiosmótico,

indicando que pode existir uma vantagem seletiva para essa atividade, ou necessidade das

células na destoxificaçâo do ambiente em que se encontram.

TABELA 3.6 - Substratos orgânicos utüizados por BRS e os respectivos valores da

variação de energia livre padrão.

SUBSTRATO REAÇÀO
AG0'

kJ/mol
reação

-160,1
-255,3

-152,2

-47,6

-150,6

AG°

RJ/mol
reação

-182,6

-181,0
-39,3

-331,0

-150,4

-190.1

LACTATO

HtDROGËNIO
ACETATO
PROPIONATO
FORMIATO
MALATO
ETANOL
PIRUVATO
S U CC l NATO
FUMARATO

2CH3CHOHCOO" + S02"4 ^ 2CH3COO" + 2HCO'3 + HS- + H+
2CH3CHOHCOO' + 3S02"4 -> 6HCO'3 + 3HS- + H+

4H2 + S02"4+ H+-> 4H2Ü + HS'

CHsCOO' + S02"4 -> 2HCO-3 + HS'

4CH3CH2COO' + 3S02'4 -> ^CHsCOO" + 4HCO's + 3HS' + H+

4CHOCT + S02'4-?. 4HCÜ3 + S2'

SCzHOHCOO2" + S02-4+ 2C02 + 2HCO"3 + S2'

2C2HsOH + S024 -> 2CH3COO' + 2HzO + S2'

4CH3COCOO"+ S02'4 ~-> 4CH3COO" + 4C.02 + S2"

4C2H4C002' + 3S02'4 ^ 4CH3COO" + ^COs + 4HCO'3 + 3S2
2C2H2C002" + 2H20 + S02*4 -> 2CH3COO" + 2C02 + 2HCO'3 + S3'

1 POSTGATE (1979)1WTODEL(1988)

MORT e DEAN-ROSS (1994) estudaram a biodegradaçâo de compostos

fenólicos (/r-cresol e fenol), por BRS provenientes de sedimentos contaminados. Através da

determinação de parâmetros cinéticos, particularmente pela observação do comprimento da

fase lag de crescimento, observaram que culturas aclimatadas, ou seja, provenientes de

regiões sujeitas à contaminação, apresentaram fase lag menor, quando comparada com

culturas não aclimatadas, oriundas de ambientes não contaminados, porém, ambas puderam

degradar o compostos.

Muitos compostos metilados na natureza têm sido utilizados por BRS, como

betaína, dimetilsulfoniopropionato e metoxilados aromáticos pêlos géneros Desulfomonile e

Desulfobacteríum, além da espécie Desulfotomaculum orientis (HANSEN, 1994).

JOHANSEN et al. (1997) estudaram a utilização de compostos heteroaromáticos como

quino! e indol e seus metilados análogos, por uma espécie de BRS denominada
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Desulfobacterium indolicum, capaz de utilizar esses compostos como fonte de carbono e

energia.

Na ausência de sulfato e de outro aceptor fmal de elétrons inorgânico, vários

tipos de BRS podem crescer através da fermentação de substratos orgânicos (Tabela 3.5)

(WIDDEL, 1988). Espécies de Desulfovibrío e de Desulfobacterium e a Desulfosarcina

variabüis fermentam fumarato; Desulfovíbrío sp fermentam também malato, sendo os

produtos de fermentação o succinato, acetato, COz e, algumas vezes, propionato. O piruvato

é facilmente fermentado por espécies que usam lactato, como a espécie Desulfovibrio

desulfuricans, que produzem acetato, COz e Hz (POSTGATE, 1979).

A presença dos substratos lactato e etanol parece ser uma boa condição para a

ocorrência do metabolismo fermentativo em algumas espécies de Desulfobulbus, produzindo

propionato e acetato (LAANBROEK et al., 1984; WIDDEL e PFENNIG, 1984). Espécies de

Desulfovíbrío e de DesuÍfofomacuÏum, que não crescem através do metabolismo

fermentativo do etanol ou do lactato, puderam crescer com esses compostos, na ausência de

sulfato, em co-cultura com orgaaismos metanogênicos hidrogenotróficos, obtendo energia

apenas aüavés da fosforilação a nível de substrato, ou seja, energia proveniente apenas da

oxidação do substrato (BRYANT et al., 1977; LIU e PECK JR, 1981).

3.4.2 Compostos inorgânicos utüizados como aceptores finais de elétrons

-i^^Güm aspecto relevante diz respeito à versatüidade das bactérias e sua

flexibilidade fi-ente a diversas situações. Sob condições limitantes de sulfato, por exemplo

em ambiente de água doce, algumas BRS podem executar um outro metabolismo, a fim de

obter energia, como a fermentação ou a fosforilaçao oxidativa utilizando outros compostos

aceptores de elétrons, como nitrato ou mesmo oxigênio (DILLING e CYPIONKA, 1990;

RANSEN, 1994;). Na Tabela 3.5 estão relacionados alguns íompostos inorgânicos utilizados

como aceptor final de elétrons, por espécies de BRS.

A oxidação dos doadores de elétrons com um aceptor final de elétrons,

gerahnente, oferece duas vantagens, quando comparada ao catabolismo puramente

fennentativo: - geração de ATP na cadeia transportadora de elétrons; - fosforilação a nível de

substrato mais eficiente (WIDDEL e HANSEN, 1992).
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Segundo observações de LIU e PECK JR. (1981), sob o ponto de vista

energético, Desulfovibrio sp parece ser melhor adaptada a crescer em sulfato que

Desulfotomaculum sp, pois gera três vezes mais ATP durante crescimento em lactato ou

etanol na presença de sulfato. Portanto, as espécies de Desulfovibrio apresentam vantagens

em ambientes ricos em sulfato, o que contribui para a explicação da existência de raras

espécies de Desulfotomaculum sp marinhas (LIU e PECK JR, 1981).

,A membrana das BRS não é livremente permeável para o sulfato e requer

energia para o transporte. Segundo WIDDEL e HANSEN (1992), existe uma adaptação

pelas BRS quanto a concentração de sulfato presente no meio. Sob concentrações limitantes,

o transporte do sulfato para o interior da célula é eletrogênico, apresentando um fator de

acúmulo na ordem de 10 a 10 , utilizando no mínimo 3 prótons por molécula de sulfato.

Aumentando a concentração de sulfato, o fator de acúmulo diminui e a a concentração

interna de sulfato não excede 25 mM, sugerindo que a regulação do sistema de utiüzação do

sulfato nesta condição evita gasto de energia e sobrecarga de sulfato desnecessáha.

A utilização de sulfito e tiossulfàto como aceptores alternativos de elétrons é

muito comum entre espécies de BRS (WmDEL e HANSEN, 1992; OLLWIER et al., 1994).

Sulfíto e tiossulfato são mtermediários na redução do sulfato, e se um destes dois são

adicionados ao meio de cultura como aceptores de elétrons, não é necessário sua ativação

com ATP como ocorre com o sulfato (item 3.5) (WIDDEL, 1988). Estequiometricamente, a

redução de l mol de tiossulfato por Desulfovibrio vulgaris, origina 2 moles de sulfeto

(BADZIONG e THAUER, 1978)

A espécie Desulfovíbrío sapovorans não reduz tiossulfato, e as espécies

Desulfotomaculzim acetoxídans, Desulfobacter latus e Desulfonema magnum não reduzem

sulfito nem tiossulfato, provavelmente por carecerem de um sistema de transporte apropriado

para esses compostos (WIDDEL, 1988). No entanto, Desulfotomaculum thermoacetoxidans

foi capaz de utilizar tiossulfato como aceptor final de elétrons, apresentando maior

crescimento quando comparado ao sulfato (MIN e ZINDER, 1990).

Poucas espécies podem crescer em meio contendo enxofre elementar (WIDDEL

e HANSEN, 1992), como a cultura Norway 4 do género Desulfovibrio (BIEBL e
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PFENNIG20 apud WTODEL, 1988). Enxofi-e pode também mibir o crescimento de BRS na

presença de sulfato como mostrado em Desulfotomaculum acetoxidans^ Desulfovibrio

sapovorans, Desulfobacter postgatei ou espécies de Desulfonema (WIDDEL, 1988).

Certas BRS têm a capacidade metabólica de utilizar sulfito e tiossulfato por um

processo de fermentação inorgânica denominado dismutaçâo ou transformação de parte da

molécula, que envolve apenas o desmembramento da molécula de tiossulfato em sulfato e

sulfeto, ou seja, a valência dos átomos de enxofi-e continua a mesma, não sofrendo nenhuma

reação de oxi-redução (J0RGENSEN, 1990; J0RGENSEN e BAK, 1991; FINSTER et al.,

1998). Estudos comprovaram que a transformação parcial do sulfito e do tiossulfáto para

sulfato e sulfeto procede no sentido inverso das reaçÕes da redução desassimilativa do

sulfato (ÍCRAMER e CYPIONKA21 apu^WIDDEL e HANSEN 1992).

BAUMAN e DENK22 apud McCREADY et al. (1983) constataram que culturas

de Desulfovibrio sp são capazes de utilizar nitrato na ausência de sulfato como aceptor final

de elétrons, resultando na redução do nitrato em íon amônia, Contudo, o mesmo artigo traz a

informação dos trabalhos de STEENKAMP e PECK JR23 apud McCREADY et al. (1983),

no qual Desulfovibrio desulfuricans poderia utilizar mtrato desde que sulfato fosse

adicionado como aceptor final de eléteous. Conclusões obtidas por McCREADY et al.

(1983) e DALSGAARD e BAK (1994) indicaram que em ambientes sob concentrações

limitantes de sulfato, e com nitrato disponível, Desulfovibrio sp pode obter energia pelo

processo de redução de nitrato em adição ao metabolismo tradicional de redução do sulfato.

O produto fmal deste tipo de redução disassimilaíiva do nitrato é amônia e não nitrogênio

como as desniüificantes verdadeiras (WIDDEL, 1988).

Na Tabela 3.7 são apresentadas a variação de energia livre da redução do

sulfato, sulfito, tiossulfato e nitrato, pela espécie Desufovibrio desulfuricans.

A redução do sulfato tem taxa máxima nas regiões profundas e altamente

redutoras do sedimento, contudo foi evidenciada elevada atividade de redução de sulfato em

ambientes óxicos (Eh>0 mV), regiões 2 cm acima do sedimento (J0RGENSEN e BAK,

20 BIEBL, H.; PFENNIG, N. (1977). Growth of sulfate-reducmg bactéria with sulfür as elecü-on acceptor. Arch. Microbiol. v.

112,p.115-117.
21 KRAMER, M.; CYPIONKA, H. (1989). Sulfate fonnation via ATP sulfürylase in thiosulfate- and sulfite-disproportionating

bactéria. Arch. Microbwl. v. 151, p. 232-237.
22 BAUMANN,"; DENK, V. (l 950). Ttie physiology of sulfate reduction. Arch. Mikrobiol. V. l 5, p. 283-307.
23 STEENKAMP, D.J.; PECK JR, H.D. (1980). The association of hydrogenase and diüiionite reductase activitíes wifh lhe

nitrite reductase oSDesitlfovibrio desulfurícans. Biochem. Bíophys. Rés. Commun. v. 94; p. 41-48.
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1991). Existem outros estudos que envolveu cultivos de BRS sob condições aeróbias a fim

de detenninar a habilidade de algumas destas bactérias utilizarem oxigênio molecular

(DILUNG e CYPIONKA, 1990; VAN NIEL e GOTTSCHAL, 1998), contudo este

mecanismo ainda não está bem estabelecido. Segundo WÏDDEL e HANSEN (1992) e

WIDDEL (1988), em ambientes oxidados as BRS usam mn produto da oxidação química do

sulfeto, muito provavelmente tiossulfato, como aceptor de elétrons sem experimentar

oxigênio molecular.

TABELA 3.7 - Variações de energia livre da redução de alguns compostos utilizados

por Desulfovibrio desulfuricans

SUBSTRATO

SULFATO

SULFITO

TIOSSULFATO

NITRATO

4H2

3H;

4H;

NO;

REAÇÂO

+ SÜ42' -» S2" + 4HzO

+S032-->S2-+3H20

+ S2Ü32' -^ S2- + H:S

!" + 4H2 + 2H" -^ 3H20 + NH4+

AG' (kcal/mol

de reação)

-173,8

-182,7

-193,7

-149^

Fonte: POSTGATE (1979)

3.4.3 Taxas de crescimento e tempo de geração de culturas de BRS

Geralmente, os microrganismos são estudados como população e não como

células individuais CVIDELA, 1996), sendo assim, o crescimento microbiano se refere ao

aumento do número de células ou massa microbiana em uma população (BROCK et al.,

1994).

O ciclo de crescimento em sistemas descontínuos de uma população

microbiana pode ser dividida em fases distintas: fase lag, que corresponde ao período de

adaptação da cultura nas condições de cultivo; fase exponencial, que corresponde ao

crescimento propriamente dito, onde a taxa de crescimento é constante devido à constante

divisão celular; após a depleção dos nutrientes no meio, o crescimento exponencial cessa ,

iniciando a fase estacionária onde o número de células permanece estável, ou seja, o

número de células viáveis (capazes de se reproduzir) e inviáveis está em equilíbrio; na fase

de declínio as células se auto digerem, a morte predomina e a população diminui (BROCK

et al., 1994, VIDELA, 1996). A extensão da fase lag está associada as condições de cultivo
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da cultura, ela pode estar ausente se as condições de cultivo do inóculo não são alteradas,

porém pode ser extensa se o inóculo estiver na fase de declínio.

Segundo BORZANI (1990), as velocidades específicas ((i) de crescimento de

microrganismos, de formação de produto e de consumo de substrato em um processo

fermentativo, são parâmetros importantes no estudo da cinética do processo. Em um dado

instante t do processo estudado, essas velocidades são comumente definidas do seguinte

modo (LUEDEKJNG24üjWBORZANI, 1990):

a) velocidade específica de crescimento do microganismo: ^= dX/dtX

b) velocidade específica de formação de produto: p,p== dP/dtX

c) velocidade específica de consumo do substrato: |^==" dS/dtX

sendo X, P e S respectivamente, as concentrações do microrganismo, do produto e do

substrato no instante considerado. Nessas definições dX/dt, dP/dt e - dS/dt são,

respectivamente, as velocidades de crescimento do microrganismo, de formação do produto

e de consumo do substrato, todas no instante t.

Se a velocidade específica de crescimento do microrgaaismo é constante, a

equação representa a chamada fase exponencial de crescimento, onde o crescimento é

proporcional a massa celular presente e esta velocidade tem seu valor máximo (^max)

(GOMES, 1995). O tempo necessário para que a célula se divida, ou para que a população

se duplique, é conhecido como tempo de geração CTgX que pode ser calculado conhecendo-

se o valor de ^ ÇVARESCHE, 1993), conforme a seguinte equação:

Ts=/n2 Equação 3. l

l^max

A Tabela 3.8 apresenta a taxa de crescimento máïdma e o tempo de geração de

algumas espécies de BRS. Constantes ciaéticas mensuradas em laboratório podem ser

diferentes nos ambientes naturais, onde as célula estão sempre associadas a biofilmes e

diferentes gradientes nutricionais e ambientais estão presentes (SONNE-HANSEN et al.,

1999).

LUEDEKING, R. (1967). FCTmenftation Process kmetics. In: Bbíochemical ana Siological Engineering Sciense. Ed. N.

Blakébrougb.Acadeoüc Press, Loüdon. v.l, 205p
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Uma das dificuldades em comparar os valores dos parâmetros cinéticos é

atribuída as diferentes metodologias tanto de mensuraçâo de microrganismos quanto de

substrato, e principalmente pelas condições de cultivo. Segundo BOR2ANI (1986) o estado

de agitação do meio em fermentação pode afetar a cinética do processo. A agitação durante

o cultivo de microrganismos, aumenta a taxa de utilização do substrato por facilitar a

transferência de massa.

Estudos realizados por LAANBROEK et al. (1984), em cultivos em etanol e

sulfato e sob 1,4% de salmidade, determinaram que a taxa máxima de crescimento específico

para Desulfobacter postgaíei, Desulfobulbus propionicus e Desulfovibrío bacuolatus foram

0,13 0,08 e 0,10 h , respectivamente. No entanto, cultivando as mesmas espécies nas

mesmas condições, porém em batelada, as taxas máximas de crescimento específico para as

espécies estudas foram 50 a 70% mais baixas.

Sob cultivo em lactato e sulfato, OKABE e CHARACKLIS25 apud OKABE et

al. (1992) obtiveram o valor do jJmax para a espécie Desulfovibrio desulfüricans, 0,38 e

0,55h para tempertaura de 25 e 43°C, respectivamente, decrescendo drasticamente fora

desta faixa de temperatura. No entanto, OKÁBE et al. (1992), em seu próprio estudo,

determinaram que em meio sob concentração limitante de sulfato o pmax foi de 0,344 h a

35°C. REIS et al. (1992) determinaram que uma cultura do género Desulfovibrio apresentou

variação no valor do ^Xmax conforme o aumento do pH, obtendo o valor máximo no pH 6,6.

3.4.4 Inibição da redução do sulfato e toxicidade do sulfeto

O crescimento de muitas espécies de BRS é frequentemente inibido por enxofre

elementar, provavehnente por ser um oxidante que muda o potencial de oxi-redução no meio

para valores positivos (WIDDEL e HANSEN, 1992)^SMrm e KLUG (1981b) pesquisaram

a inibição da redução do sulfato por BRS com molibdato (NasMc^) que, por ser

estereoquimicamente similar ao sulfato, pode mibir a adenosina üifosfato sulfurilase, a

primeira enzima no cammho da redução do sulfato. Segundo sua pesquisa, a concentração de

20 mM de molibdato em ambiente marinho inibiu completamente a formação de sulfeto,

enquanto que em ambiente de água doce, onde a concentração de sulfato é menor, 0,2 mM

de molibdato foi suficiente para a inibição completa.

2S OKABE, S.; CHARACKLIS, W.G. (1992). Effects of temperature and phosphorus conceatTation on microbial sulfate

reduction by Desulfovibrio desulfurícans. BiotechnoL Bioeng, v. 39, p. 1031-1042.
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TABELA 3.8 - Parâmetros cinéticos p.max e Tg para algumas espécies de BRS

Espécie

Desulfoharbdus amnígenus

Desulfoharbdus amnigenus

Desulfobacca aceïoxidans

Desulfavibrio vulgaris

Desulfovíbrio vulgaris

Desulfovibrío desulfuricans

Desulfovíbrio desulfvrican/

Desulfavibrio desulfuricans

Desulfovibrío sp

Desztlfobacíer sp

Desulfobacter postgatei

Desulfobulbus propionicu/

Desulfovibrio bacuolaïus

Desulfotomaculum thermoacetoxidans^

P'max

0,13-0,19 d-l

0,5 à~l

0,32-0,41 d-1

0,15h-1

0,21 h-1

0,06 h-1

0,35 h-1

0,38-0,55 h-1

0.33 h'1

0,8-1,1 d-1

0,13 h-1

0,08 h-1

0,10h-1

0,06 h'1

Tg

3,5-5,0 d

1,5 d

1,7-2,1 d

4,6 h

3,3 h

10,2 h

1,9 h

1,2-1,8 h

2h

0,6-0,9 d

5,3 h

8,6 h

6.9 h

llh

Substratos

Acetato e sulfato

Fonmato, propionato
etanol e sulfato

Acetato e sulfato

Acetato, H; e sulfato

Acetato, H; e tiossulfato

Acetato, N3, sulfato e

nitrato

Lactato e sulfato

Lactato e sulfato

Lactato e sulfato

Acetato e sulfato

Etanol e sulfato

Etanol e sulfato

Etanol e sulfato

Lactato e sulfato

10UDE ELFERDsTK et at (1995) ZOUDE ELFERINK et al. (1998) 'BADZIONG e THAUER (1978) "DALSGAARD e

BAK (1994) ÍOKABE et al. (1992) âOKABE e CHARACKLIS" apud OKABE et al. (1992) 7REIS et al. (1992) s SMITH

e MAH26 apud OUDE ELFERJNK et al (1998) .9 LAAMBROEK et aL, (1984) 10MIN e ZINDER (1990).

^YO sulfeto de hidrogênio pode inibir a atividade das BRS (POSTGATE, 1979) e
i_yL-

a inibição pode ser o resultado da toxicidade díreta, ou devida ao efeito indireto de formação

de sulfeto de ferro insolúveno ferro é um constituinte de ferrodoxinas, citocromos

(POSTGATE, 1979) e ouü-os compostos essenciais, a ocorrência de precipitação interrompe

o sistema de transporte de elétrons (BROCK et al., 1994). CZECHOWSKI et al. (1990), em

seu experimento, concluiu que ao diminuir a concenUação de ferro de 2,0 a 0,5 mg/L houve

um correspondente decréscimo no nível de atividade da hidrogenase em Desulfovibrio

vulgaris.

Segundo LAANBROEK et al. (1984), a produção de sulfsto durante o

crescimento de BRS em meio de cultura, pode facilmente limitar a concentração de ferro, no

26 SMITH, P.H.; MAH, R.A. (1966). Kinetics ofacetate metabolism during sludge digestion. Appl. Microbiol. v. 14,p.368-

371.
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entanto em ambientes natu-ais, esta limitação pode ser evitada pelo metabolismo das

bactérias utilizadoras de sulfeto.

O sulfeto produzido pela ativídade microbiana é distribuido entre HzS, HS' e S

na solução e N28 no biogás. Em pH 7,5, por exemplo, 20% do sulfeto total presente na

solução existe como HzS Uvre. Assim, a toxicidade do sulfeto é muito dependente do pH,

pois o sulfeto não ionizado é capaz de atravessar a membrana celular (BROCK et al. , 1994).

/^

\c. \ A únbição da redução de sulfato por sulfeto foi detectada em um experimento

realizado por REIS et al, (1992), que cultivaram uma cultura de Desulfovibrio sp isolada de

um digestor anaeróbio. Foi constatado que a taxa de utilização do sulfato aumentava sempre

que o sulfeto era expulso do meio pelo fluxo de nitrogêmo, indicando a inibição direta porém

reversível do processo. Os autores determinaram ainda que a completa inibição ocorreu em

547 mg/L de sulfeto dehidrogênio (16,1 mM).

PïAUSER e HOLDER27 apud REIS et al. (1992) reportaram que concentrações

de sulfeto na fase líquida de 320 mg/L, em pH 7,2 (correspondendo a 96 mg/L de sulfeto de

hidrogênio solúvel), não afetaram a utilização do sulfato pelas culturas de BRS, No entanto,

OKABE et al. (1992), utilizando diferentes concentrações de sulfeto determinaram que

concentrações da ordem de 150 mg/L de sulfeto total diminuíram lentamente a utilização de

lactato e a produção celular, e 280 mg/L inibiram drasticamente a produção celular.

Finalmente, a utilização de lactato e produção celular foram fortemente inibidas em 600

mg/L de sulfeto total. Os autores observaram que com o aumento da concentração de sulfeto,

o tamanho das células diminuiu enquanto que a produção de polímeros extra celulares (EPS)

aumentou.

3.5 - BIOQUÍMICA DA REDUÇÃO DESASSIMULATTVA DO ION

SULFATO

As reações envolvidas na redução do sulfato estão descritas na Tabela 3.9.

Antes de ser reduzido, o sulfato é ativado por uma ATP sulfürilase que catalisa a ligação do

íon ao fosfato de uma molécula de ATP (reação l), formando a adenosma fosfosulfato

(APS) (WIDDEL, 1988; WTODEL e HANSEN, 1992; BROCK et al., 1994; HANSEN,

27 HAUSER, J.Y.; HOLDER, G.A. (1986). Iroa availability in mixed cuttures of sulfate reducing bactéria. Biotechnol. Bioeng.

v. 28, p. 101-106
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1994). Sulfato é o único aceptor final de elétrons que deve ser ativado (HAMILTON,

1985), e essa ativaçâo é bioqmmícamente necessária devido ao potencial desfavorável do

par sutfato/bissulfito (-450 mV) (HANSEN, 1994). A energia investida neste processo é

recuperada por uma força próton motiva ou pela fosforilação a nível do substrato

(VOORDOUW, 1995). Uma consequência direta dos baixos valores de potencial redox é a

limitada produção de energia proveniente da oxidação dos substratos, que esta intimamente

relacionado à restrita nutrição destes organismos (HAMILTON, 1985).

Apesar da reação l ser termodinamicameüte desfavorável, a hidrólise do

pü-ofosfàto (reaçâo 2) catalisada pela pirofosfatase, favorece a reaçâo l no sentido da

formação do APS (STANIER et al., 1987; WIDDEL e HANSEN, 1992).

A rota de formação do APS é comum, tanto na redução assimilativa quanto na

redução desassimilativa do íon sulfato, mas o destino do APS é diferente. Na redução

desassinülativa o íon sulfato do APS é reduzido a bissulfito e AMP por uma APS redutase

(reaçâo 3) (BROCK et al., 1994; WIDDEL e HANSEN, 1992).

O bissulfrto formado é então reduzido a sulfeto, mas o doador natural de

elétrons para a sulfito redutase não é conhecido (WIDDEL e HANSEN, 1992). Tem sido

sugerido que a redução do bissulfito ocorre via caminho do úitionato (Figura 3.8a), o qual

envolve a redução do sulfito em estágios intermediários, com formação de tritionato,

tiossulfato e sulfeto, através das respectivas enzimas bisulfito redutase, tritionato redutase e

tisossulfato redutase (WIDDEL, 1988; WIDDEL e HANSEN, 1992). Este caminho

contrasta com a proposta da redução direta pela bissulfito redutase, utilizaüdo seis elétrons,

sem a formação dos intermediários livres (Figura 3.Sb) (WTODEL e HANSEN, 1992).

TABELA 3.9 Reações envolvidas na redução desassimilativa do íon sulfato em

Desulfovibrio sp

Reação

Reação

Reação

Reação
Reação

Reação

l - SÜ42' + ATP+ 2ïï"-> APS +PPi

2-PPi+H20->2P;

3 -APS+ 2e" -?- HS03~ + AMP

4 - 3HSOs- + 2e- -> SsOs2-

5 - SsOe2' + 2e ~> S20^2' + HSCb" |

6 - S2032' +2e- -^HzS + HSOs'

AG°'= +46 kJ/moI

AG°'=-21,9kJ/mol

AG°'= -68,6 kJ/moi

AG°'=-171,7 kJ/mol

Fonte: BADZIONG e THAUER (1978)
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A via direta da redução do sulfato, como demonstrado na Figura 3.8b, nos

permite inferir que é possível a ocorrência desse processo em ambientes cujo valor de

potencial de oxi-redução esteja entre +100 e -100 mV, já que as enzimas operam nessa

faixa.

Alguns argumentos reforçam a teoria do caminho do tritionato, como por

exemplo a presença da tiossulíàto redutase purificada em Desulfovibrio sp e

Desulfotomaculum sp (BADZIONG e THAUER28 apud WIDDEL e HANSEN, 1992). No

entanto, existem alguns argumentos contra esta teoria (WIDDEL, 1988; WIDDEL e

HANSEN, 1992).

Um esquema geral do processo metabólico para a redução do sulfato é

apresentado na Figura 3.9, onde é possível visualizar a obtenção de energia pela oxidação

do substrato e concomitante redução do sulfato.
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FIGURA 3.8 Caminhos propostos da redução da adenosina fosfosulfato (APS) e do

bissulfíto (HS03~) em escala de oxi-redução; (a) caminho da redução

sequencial do bissulfito via tritíonato (SjOg2') e tiossulfato (SzOa ); (b)

caminho da redução direta do bissulfito a sulfeto (HzS).

28 BADZIONG, W.; THAUER, R.K. (1980). Vectorial electron transport in Desulfovibrio vulgaris (marburg) growing on
hydrogen plus sulfate as sole energysouTce.^r<;A.M;c?'o&/o£ v. 125,p. 167-174.
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FIGURA 3.9 Esquema geral do processo metabólico envolvido na redução do sulfato

em presença de lactato como fonte de energia em Desulfovibrio sp

Fonte: Modificado de BROCK et al. (1994)

O H2 disponível no ambiente ou gerado por certas reações orgânicas (através

da açâo da lactato desidrogenase - LDH, por exemplo), transfere elétrons para a enzima

hidrogenase (F^ase) associada ao citocromo 03 (cit €3). Quando átomos de hidrogênio são

oxidados, os prótons (H.) ficam fora da membrana e os elétrons são transferidos para o

mterior da célula. Neste momento, uma força próton motiva é acionada para ser usada no

síntese de ATP. No citoplasma, os elétrons são usados para a redução do APS (BROCK et

al., 1994).

A oxidação de compostos orgânicos como o lactato em ambientes naturais

gera átomos de hidrogênio o qual atravessa a membrana celular e a condição externa é que

detenniaa os passos seguintes: se há disponibilidade de sulfato, o hidrogênio é oxidado e

seus elétrons são transferidos para o intehor da células, reduzindo o sutfáto a sulfèto; se o

sulfato não está disponível porém há presença de Archaea metanogênicas no ambiente,

então o hidrogênio é utilizado na produção de metano, fenómeno este chamado

transferência de hidrogênio interespécies, permitindo o crescimento de BRS por

fosforilação a nível de substrato apenas (STANIER et al., 1987).
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3.6 MÉTODOS DE ESTUDOS APLICADOS PARA BRS

A maior dificuldade em estudar o comportamento dos microrganismos

anaeróbios é atribuída à manipulação da cultura sob condição de anaerobiose estrita.

Segundo HUNGATE (1969), existem alguns métodos que possibilitam a depleção de

agentes oxidantes durante o cultivo de microrganismos anaeróbios, e a exclusão do oxigênio

do meio pode se dar pela utüização de um agente redutor capaz de promover um baixo

potencial de oxi-redução no meio de cultura.

VAZOLLER (1995), seguindo a literatura clássica (HUNGATE, 1969;

MILLER e WOLIN, 1974), introduziu os procedimentos para manipulação de culturas

estritamente anaeróbias na Área de Microbiologia do Laboratório de Processos Biológicos

do Departamento de Hidráulica e Saneamento da Escola de Engenharia de São Carlos - USP.

Seus resultados, bem como estudos posteriores (MONTENEGRO, 1994; GOMES, 1995;

VARESCHE, 1997;), suportaram que as técnicas introduzidas foram eficazes para o

isolamento e cultivo de microrganismos anaeróbios estritos.

No cultivo de culturas puras de BRS, o potencial de oxi-redução deve estar em

tomo de -100 mV, valor alcançado não apenas pela retirada do oxigênio do meio mas

também pela adição de agentes redutores (WIDDEL e PFENNIG, 1984; POSTGATE, 1979),

como por exemplo sulfeto de sódio, cisterna, tioglicolato de sódio (POSTGATE, 1979)

ascorbato de sódio e dítionito de sódio (WÏDDEL e BAK, 1992). Como indicador de

condições redutoras do meio, emprega-se a resazurina, um corante que é adicionado ao meio

de cultivo na concentração final de l mg/L (WffiDEL e BAK, 1992).

Diferentes meios de cultura tem sido usados para o cultivo de BRS (WIDDEL e

BAK, 1992; WIDDEL e PFENNIG, 1984, POSTGATE, 1979, PANKHURST, 1971) porém

nenhum deles é apropriado para o desenvolvimento de todas as espécies de BRS, sendo a

escolha dependente do objetivo do cultivo. Por exemplo, alguns deles são ideais para uma

resposta qualitativa, outros, por conter um redutante, são eficazes no isolamento e

quantificação de BRS (POSTGATE, 1979).

Um rápido crescimento de BR.S é alcançado em meios contendo, por exemplo,

acetato, etanol, lactato e hidrogênio, e um inoculado com uma quantidade de cultura menor

ou igual a 1% (v/v) (WTDDEL e BAK, 1992). O meio contendo lactato tem sido usado com
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sucesso para o cultivo dos clássicos géneros Desulfovibrio e Desulfotomaculum (WIDDEL e

BAK, 1992).

Os íons amônio são, convencionahnente, a fonte de nitrogênio principal das

BRS, mas muitas culüuras podem fixar nitrogêmo gasoso (POSTGATE, 1979; WIDDEL,

1988).

Segundo POSTGATE (1979) e WIDDEL e PFENNIG (1984), 0,05% de sais de

ferro devem ser incorporados ao meio a fim de diagnosticar o crescimento de BRS devido à

reação destes com o sulfeto produzido, fomiando FeS o qual toma o meio escurecido. De

acordo com REIS et al. (1992), o EDTA é adicionado ao meio como um agente complexante

do ferro, evitando a limitação do crescimento pela depleção do ferro precipitado, o que

afetaria inclusive a produção da enzima hidrogenase, dependente do ferro para a sua

constituição.

Culturas marinhas requerem NaCl e Mg para o crescimento (WTDDEL e

BAK, 1992). LAANBROEK e PFENNIG (1981) comentaram que a concentração de NaCl e

MgClz em meios para cultivo de BRS de água doce é de 1,2 e 0,4 g/L, enquanto que em

meios de cultivo de espécies marinhas aumentam para 3 e 20 g/L. Segundo POSTGATE

(1979), amostras de origem marinha ou estuarina requerem aproximadamente 2,5% de NaCl

ao meio de cultura, e o crescimento de culturas de água doce pode ser inibido em meios

salmos (POSTGATE, 1979). LEU et al. (1996) utilizou no cultivo de BRS em meio

equivalente a água doce, 0,1% de salinidade, o que correspondeu a Ig/L de NaCl, 0,4 g/L de

MgClï.óHzO e 0,1 g/L de CaClz.lHzO.

De modo geral, a necessidade de sal em BRS de ambientes marinhos pode ser

satisfeita com 20g/L de NaCl e 1,5 g/L de MgCli; culturas oriundas de água salobra

requerem conceatração menor, e bactérias de água doce podem até mesmo serem inibidas

por concentrações de sal equivalentes ao ambiente marinho (WIDDEL, 1988). O

crescimento em concentrações de NaCl maiores que em água do mar (aproximadamente 27

g/L) tem sido possível para as espécies Desulfovibrio desulfiiricans, D. salexigens e outras

BRS isoladas de campos de petróleo contendo aproximadamente 100 g/L de NaCl (CORD-

RUWISCH29 et al. apudWDDEL, 1988).

29 CORD-RUWISCH, R.; KEENITIZ, W.; WIDDEL, F. (1987). Sulfate-reducing bactéria and their acüvities m oil production.

J. petroL Technol. v. Jan., p. 97-106.
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A adição de um complexo nutricional como extraio de levedura ou peptona não

é recomendado para enriquecimentos pois estes nutrientes causam rápido desenvolvimento

de diversas bactérias fermentativas (WIDDEL e BAK, 1992).

As culturas obtidas em ensaios de enriquecimento devem ser transferidas duas a

cinco vezes para meios recentes, antes de submeter a amostra ao isolamento de culturas,

porém, o tempo de mcubação é dependente do metabolismo celular específico (WIDDEL e

BAK, 1992).

A maioria dos tipos de BRS foi isolada de enriquecimentos em sistemas

descontínuos (batelada), que favorece a seleção de mn tipo de sulfato redutoras em função do

doador de elétrons, origem do inóculo, temperatura de incubação e concentração de sais

(WTODEL, 1988).

MIN e ZINDER (1990), nos experimentos para a obtenção da espécie redutora

de sulfato Desulfovibrio thermoacetoxidans, empregaram técnicas muito semelhantes

aquelas utilizadas para o isolamento de culturas metanogênícas e não metanogênicas, em que

destaca-se o uso de diluições decimais seriadas em frascos de Hungate (Bélico®) seguidas

pelo método do "Roll-Tube" para o isolamento das colónias.

VAZOLLER (1993) obteve uma cultura pura de BRS em meio sólido,

cultivados em frascos Wolfe®, os quais possuem, em um dos lados, uma reentrância com a

função de estocar a água formada por condensação durante a incubação .

Utilizando o método do "Roll-Tube", descrito por HUNGATE (1969),

VARESCHE (1997) isolou colónias de bactérias fotótrofas anoxigênicas e OUDE

ELFERINK et al. (1995; 1998) e BADZÏONG et al. (1978) bactérias redutoras de sulfato.

As colónias obtidas em 3-4 dias a 35°C por BADZIONG et al. (1978), foram identificadas

como de BRS pela coloração escura que apresentava, sendo retiradas e transferidas para um

meio de cultjra sob condições anaeróbias.

WIDDEL e BAK (1992) comentaram que culturas de BRS podem ser

facilmente isoladas através de diluições seriadas decimais, método análogo à técnica para
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determinação do número mais provável (NMP). AECKERSBERG et al30. üpurfWIDDEL e

BAK (1992) isolaram, por este método, BRS utÜizadoras de alcanos.

WIDDEL e BAK (1992) recomendam que culturas de BRS sejam transfendas

de 6 a 12 semanas como subcultivos de manutenção.

FINSTER et al. (1998), para a realização do teste para verificação da utilização

de substratos e aceptores finais de elétrons, moculou frascos com 1% da cultura a ser testada.

As diferentes fontes de energia testadas separadamente foram, acetato, propionato, butírato,

pimvato, lactato, fümarato e fonniato (5 mM cada), e 90% de hidrogênio. Os aceptores finais

de elétrons estudados foram tiossulfato, sulfato (lOmM cada), enxofre elementar (5mM) ou

nitrato (5mM) e 0,02 atm de oxigênio.

Entre os diversos métodos de medida de conceiitração de microrganismos, o

turbidimétrico talvez seja um dos mais frequentemente uúlizados no caso de leveduras e

bactérias, principaünente pela simplicidade e relativa rapidez com que se obtém os

resultados (BORZANI, 1972). REIS et ai (1992), durante seus estudos com BRS, afirmou

que a quantificação de celular durante o crescimento de BRS pelo método de determinação

de massa seca, não fornece resultados seguros devido a interferência das altas concentrações

de sulfeto de ferro.

VARJESCHE (1997), durante ensaios com bactérias fotótrofas anoxigênicas,

utilizou o método de LOWRY modificado por PETERSON (1977) para dosagem de proteína

celular e obtenção da curva de crescuneato, na qual foi possível determmar a taxa máxima

de crescimento específico e o tempo de geração CTg) para a cultura estudada. Este mesmo

método foi utilizado por GOMES (1995) para quantificação de bactérias celulolíticas em

reatores simulando aterro sanitário.

Com posse dos valores de concentração de microrganismos é possível construir

um gráfico de crescimento da cultura, e com suas variações determinar a velocidade

específica máxima de crescimento da cultura segundo os conceitos de BORZANI (1986)

aplicados por VAZOLLER (1993), VARESCHE (1997) e GOMES (1955).

io AECKERSBERG, F.; BAK, F.; WIDDEL, F. (1991). Aoaerobic oxidation ofsaturaled hydrocarbons to COz by a new type of

sulfate-redudng bacterium. Arch. Microbiol.
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4 - MA TFJÏÏÂTS E MÉTODOS

4.1 - ORIGEM ÜAS AMOSTRAS E RELAÇÃO DAS ATFVIDADES

EXPERIMENTAIS

As quatro amostras de BRS estudadas foram fornecidas pelo Cenpes/Petrobrás,

previamente cultivadas em meio de cultura, provenientes de diferentes locais. A Tabela 4.1

mostra a relação das origens das amostras

No período entre a data da coleta e o envio pelo Cenpes/Petrobrás para o

Laboratório de Processos Biológicos do Departamento de Hidráulica e Saneamento, as

amostras FW2, SW1 e SW2 foram submetidas a subcultivos para manutenção em meio de

cultura Postgate E modificado (P.E.CT^, com salinidade equivaÏente ao local de origem,

incubadas a 30°C. Segundo mformações do CENPES (1996) a amostra FWl foi mantida no

meio P. E. m, a 30°C, sem soâ-er subcultivos periódicos.

As atividades experimentais realizadas com as amostras estão descritas

cronologicamente na Figura 4.1a. As amostras foram submetidas a exame microscópico para

a caracterização dos tipos morfológico das amostras, e o posterior cultivo das mesmas foi

feito em meio P.E m, sob anaerobiose estrita. Seguiram-se os procedimentos para o

isolamento das culturas, as quais posteriormente foram caracterizadas através de estudos

morfo-fisiológicos. As etapas subsequentes não foram aplicadas a todas as amostras, como

pode ser visto na Figura 4.1b. Somente as amostras FW2 e SW1 foram submetidas a uma

análise de resposta fisiológica com medida de crescimento bacteriano (análise de resposta

fisiológica IÍ). O ensaio cinético de crescimento microbiano foi realizado apenas com a

amostra SW1.
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TABELA 4.1 - Origens das amostras, segundo Laboratório do Cenpes/Petrobrás

Amostras Orijgens

FW1 Composta a partir de cinco amostras, cultivadas em meio Postgate E para

(água doce) enriquecimento de BRS mesófilas e de baixa salmidade. ^ïresentam a seguinte

ongem:

-resíduo de Corrosão do TQ 6302 do Sistema de Refrigeração da REPLAN data de

coleía: Março/95

-amostra do Rio de Mogiguaçu - Porto Ferreira - SP; data de coíeta: Agosío/95

-amostra do Rio de Sapucaí - São Joaquim da Barra - SP; data de coleta:

Dezembro/95

-amostra de água oleosa (produzida) coletada no Lançador de PÏGs do Oleoduto

do Sistema de Produção da RPNS - trecho Canto do Amaro - Bstreito A

(CAM/ET-A); data de cote Novembro/95

-amostra de água oleosa (produzida) coletada no Recebedor de PIGs do Oleoduto

do Sistema de Produção da RPNS - trecho Canto do Amaro - Estreito A

(CAM/ET-A); data de coleta: Novembro/95

FW2 Originada do Resíduo de Corrosão do Gasoduto que sai da Estação de São Mateus

(água doce) (SM) e chega a Fazenda Cedro (FC), do Sistema de Produção do E&P - GEPRO

(ES)

SW1 Composta a partir de duas amostras obtidas de água do mar tratada para mjeção

(marinha) (ponto de coleta localizado após a desaeradora e antes das bombas "Booster" do

Header de injeção - ponto 5 do fluxogmma apresentado na Figura C.2 do

Apêndice) - "Agua de Injeção da Plataforma de Produção Secundária de

Namorado l (PNA-1)"; data de amostmgem Abrü/92

SW2 Obtida a partir de uma amostra de água do "Sistema de Tratamento de Agua

(marinha) produzida do DIES"; data de amostragem Setembro/94

Fonte: CENPES (1996)



63

JL
(CARACTERIZAÇÃO
l, MORFOLÓGICA!

- sïïïostras cüífrarfss SHÏ mefo P.E.m peic

CEHPES/PETR06RAS com 60 dias de ínçfjk^cào
- obsejvscao mic-foscótïica so& conírssie cie fase

no
/vi l> ^•n»/s /v/snTFti^ti nr^/^
irfüL l ITÜ ^ÜM l

_^_
[fSOLAMENTO

^

-la^ffKf P. E. ÍTÏ com á'gü& K&Hi-Q cu! égi.w ^o /rfwr

smtètica:
- condições fie anaerobiose esíríta

- 4 sub-cuStivos perfócttcos

- método do "Roi!-Tub6n pars smosíras prweníeníes de
égua doce
- mètofío dss cííSuíções tíeciinais senacSa.? para smos^as

de ambiente marm/io

ENSAIO DE 1
RESPOSTA

FISIOLÓGICA l
J

n^

- msyí P. E. fn CQW èga^ WííSSí-Q oy âgus ri? J??3.r •sw!tétfcsj

- substihiicão do isctato oor maiato. acetaío. íormato, eíanoS e H, /CO?

- subsífíwçso cfa água Mifíi-Q por sgus do msr smtéííca em Sacïaío
- incubsçao 9 30'V por 30 diss
- avatíaçao macro e microscôpícs

CARACTERIZAÇÃO
MORFOLÓGICA 11

J

- morfotogró ÇmÍçrçscopQ de cwïfasïe de fssç e eieírõnícs tíe varredura,
- co/cvaçïo cie Gram e KOH
- presença de desutfowrídina
• formação de espoms

no
ENSAIO DE
RESPOSTA

FISIOLÓGICA II

A

- me/o fc.fn com apüa ^;tí;-w ou agua oo n?af sfnieuca
^^rï^ff^^^r ^^r^-w^f^ï- ^j^f^j^ f^f~^W^y\ r, ^ï^^rrffy7w^S\ Fr^r^ ^m^-,V^ frT- m^rrm^t^

' ^^nui^Vïj ^uf/trur/Ü. rfO^LaL^/ |*n-rinrïy & Our/r OL l/^ ^/1 f tísttj ^3t <3 Vi i rv^v^s i3ru f rrarrï ffra<

'nsiato (40ry)M) e suSísto {lOmW} pêra amo^rss ofe égua cfoce
- substfíwçao da fonte cfe carbono por iactaio, maísío, formiaío, eíanoi e aceïaío

- substiïwçao do aceptor finai de elétrons {suSfstó} por satf!ío, ïïossufaío e nitrato
- mcü&sçso a 30aC e -f 75 ^pm pw 20 Aas
- meà/cfa tíe cresciiTfenío aïrsvès da dosagem irfíaa! e finai de proíeína ceiuSsr

AVALIAÇÃO DA
CINÉTICA DE

CRESCIMENTO
L

^T rrr A^ff-r /A^ F^i'*^^ -L |'I.JL.+^',+L i,-..-.

.t—.ftf aywa w nrcr tïrí/Ldn/0

- fscísío (40mW} ç wffaíç (37^
- incubaçso a 30aC por 23 diss
- frascos com agiïaçao f200fpmj e frascos sem agiíaçao
• dosagefls penócíícss de suffaío, suífeïo, proïein^ aceíaïo e Ssctsto

(a)

Caracterização Cultivo Isolamento Anáüse de Caracterização Análise de Avaliação da

Morfolósica l Controlado das culturas Resposta. Morfolósica II Resposta cinétíca de

Fisislogica I Fssislogicíï II crescímeíiío

Fwí

SW2

FW2

SW1

(b)

FIGURA 4.1 Relação das atividades realizadas; (a) relação das atividades

experimentais e os procedimentos aplicados; (b) atividades

experimentais realizadas para cada amostra



64

4.2 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA I

Foi realizado uma caracterização dos tipos morfológicos presentes nas amostras,

através de exame microscópico, sob contraste de fase, em aparelho da marca Olympus BHT.

Foram realizadas fotomicrografias obtidas em aparelho Expose Control Unit Olympus

empregando fiünes Kodák ou Fujifílm - ASA 400.

4.3 CULTIVO CONTROLADO DAS AMOSTRAS

O cultivo das amostras foi feito empregando-se o meio Postgate E modificado

(P.E.m), como utilizado pelo CENPES (1996) em seus laboratórios. A composição do meio

basal e as soluções estoque adicionadas estão apresentadas nas Tabelas 4.2 e 4.4,

respectivamente.

No meio Postagate E modificado o NaCI é substituído pela água do mar

sintética fTabela 4.3), para cultivos de amostras de origem marinha (CENPES, 1996). Para

as culturas originadas em ambieate de água doce, o meio de cultura foi preparado com água

Milli-Q, conforme descrito na Tabela 4.2. E importante ressaltar que nesta condição de

cultivo, não foi adicionado NaCl, sendo as fontes de cloreto e de sódio presentes em outros

componentes do meio.

Em adição aos sais que compõem o meio P. E. m, fazem parte também o lactato

de sódio (40mM) como fonte de carbono e o sulfato de sódio e sulfato ferroso como fonte de

sulfato, cuja concentração no meio com água destilada é lOmM enquanto que em meio com

água do mar é 37mM. Além destes, tioglicolato de sódio na concentração de l,7mM é

responsável pela redução do potencial de oxi-redução do meio de cultura a valores menores

que -100 mV. Este valor foi monitorado pela resazurina, um corante indicador de potencial

redox. O extraio de levedura foi utilizado apenas durante os primeiros cultivo controlados,

sendo excluído do meio P.E./n nos cultivos posteriores, a fim de controlar o desenvolvimento

de células não redutoras do íon sulfato.

O meio de cultura foi preparado utilizando água Milli-Q previamente fervida e

resfriada a 40°C, ou água do mar sintética, em que os sais foram solubilizados. Após a

dissolução dos sais foi necessário ajustar o pH para 8,40 adicionando-se NaOH. O meio

P.E.m foi mantido por 20 minutos sob fluxo de N2, e então distuibuído nos frascos de reaçao.
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O gás foi introduzido nos frascos através de um sistema de distribuição simultânea de gases,

descrito por VAZOLLER (1995), Os gases, antes de chegarem ao sistema de disthbuição,

passam por uma coluna catalítica capaz de reter traços de oxigênio, em geral presentes nas

linhas de condução dos gases e nos cilindros estoque dos gases comerciais C^AZOLLER,

1995).

Após a distribuição nos frascos de reaçâo, o meio foi submetido a estenlização

em autoclave, a 120°C por 20 minutos. Um detalhe importante se refere a sensibilidade da

água do mar sintética a altas temperaturas, sendo assim a esterilização do meio P. E. m

preparado com água do mar foi realizada por filtração em membrana (membrana Miüípore

0,45 um). Este método de fiitração requer que todo o equipamento Millipore seja

previamente esterilizado. Após a dissolução dos sais e do ajuste do píí, fluxionou-se

nitrogênío no meio por 20 minutos sob condições assépticas (próximo ao bico de Bunsen),

Após este período, a filtração e a distribuição foi feita em fi-ascos estéreis, ainda sob fluxo de

Nz (100%).

Para manter as condições anaeróbias nos meios de cultura e nas soluções

estoques, os frascos foram fechados com tampas de boiracÍia de butüa e lacres de alumínio

ou roscas. Para a adição das soluções estoque, bem como do inóculo no meio basal, foram

utilizadas seringas de l mL estéreis, lavadas" assepticamente (próximo ao bico de Bunsen)

com N3 (100%), mantendo-se a atmosfera isenta de oxigênio.

Os cultivos foram realizados em frascos de antibióticos de 30 mL com 10 mL

de volume de reação e inóculo de 5%. Após a adição das soluções estoques não houve troca

de aünosfera para a inoculaçâo, a mesma foi mantida sob N2 (100%). Após a inoculação as

amostras foram mantidas a 30°, subcultivadas periodicamente confomie os resultados do

acompanliamento microscópico.
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TABELA 4.2 - Composição do meio basal Postgate E modificado (P.E./n)

Componentes Quantidades

Água1 1000 mL

KH2PÜ4 0,5 g

NH4C1 1,0 g

MgCL.óHsO 1,83 g

CaCl2.2H20 l,47 g

Extraio de Levedura l, O g

Ácido ascóibico 0,1 g

Solução de resazurma 0,1% 1,0 mL

- água Miüi-Q para culturas de água doce; água do mar smtética para amosü'as marinhas
2

- uülizado apenas durante o culüvo coutrolado

Fonte: CENPES (1996); POSTGATE (1979)

TABELA 4.3 - Composição da água do mar sintética

Componentes Quantidades

ÀguaMÜU-Q 1000 mL

NaF 0,003 g

SrCl^éHzO 0,020 g

ïí^Os 0,030 g

KBr 0,10 g

KC1 0,70 g

CaCl2.2H20 1,470 g

Na2S04 4,0 g

MgC^.ôH.O 10,78 g

NaCl 23,50 g

NaSi03.9H20 0,02 g

Na2.EDTA 0,001 g

NaHC03 0,2 g

Observação: para evitar a fonnação de precipitados, os sais não devem ser dissolvidos juntos.

Fonte: CENPES (1996); STANDARD METHODS (1992)

TABELA 4.4 - Soluções estoque adicionadas e suas concentrações no meio P.E.m

Soluções estoque Concentração no meio de cultura

Sulfato de sódio 7,0 mM

Sulfato ferroso 1,8 mM

Lactato de sódio 40 mM

Tioghcolato de sódio l ,7 mM
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4.4 ISOLAMENTO DAS CULTURAS DE BRS

Foram empregados dois métodos para o isolamento das culturas de BRS, a

técnica do "Roll-Tube" e a técnica das diluições decimais seriadas. O critério para uso de

uma ou outra forma de isolamento foi baseado no meio de cultura, uma vez que a água do

mar sintética, como já dito anteriormente, apresenta sensibilidade a altas temperaturas,

inviabilizando a utilização do método do "Roll-Tube". A Tabela 4.5 apresenta a técnica de

isolamento utilizada para cada amostra.

TABELA 4.5 - Técnicas utilizadas para o isolamento das amostras

Amostras Técnica de isolamento

FW1 "Roll-Tube"

FW2 "RoU-Tube"

SW1 Diluições decimais seriadas

SW2 Düuições decimais seriadas

As condições do meio de cultivo utilizadas na fase de isolamento das colónias

foram mantidas as mesmas do cultivo controlado, exceto para a técnica do Roll-Tube , em

que foi acrescido ao meio de cultura ágar 2% (p/v).

O método das düuições decimais seriadas consistiu na transferência de 0,1 mL

de amostra no meio de cultura P.E.m, o que correspondeu a uma diluição inicial de 10 , e

desse para o sucessivo frasco. O quantidade de diluições foi determinada especificamente

para cada amostra, segundo a presença de contaminantes na mesma. A amostra diluída foi

mcubada a 30°C, até que apresentasse crescimento.

O método do "Roll-Tube", desenvolvido por HUNGATE (1969), possibilita o

crescimento de colónias anaeróbias em uma fina camada de ágar aderido à superfície interna

de tubos de ensaios, hermeticamente fechados e sob atmosfera isenta de oxigênio. Os

procedimentos para a realização deste método estão descritos a seguir:

- distribuiu-se em tubos Balch®, 3 mL de meio de cultura P.E.m com ágar 2% (p/v) sob

condições de anaerobiose; os tubos foram lacrados e autoclavados a 120°C por 20 minutos;



68

- mantendo as mesmas condições nutricionais do cultivo controlado (exceto pela exclusão do

extrato de levedura), foram adicionados os volumes das soluções estoque ao meio de cultura

estéril, na temperatura de aproximadamente 52°C, sob condições assépticas;

- adicionou-se o inóculo; Ïiomogeneizou-se o meio ainda liquefeito e cada tubo foi colocado

horizontalmente em um recipiente com banho de gelo e rolado a fim de solidificar o meio

nas paredes internas do tubo;

- incubaram-se os tubos invertidos, a 30°C, até o aparecimento das colónias.

Após o período de incubação em que as colónias se desenvolveram, o

procedimento de coleta e inoculação de cada colónia, esquematizado na Figura 4.2, foi:

- abriu-se o tubo Balch® próximo ao bico de Bunsen, preodendo-o a uma garra de forma a

ficar em uma posição horizontal;

- utüizou-se uma agulha de 40 x 12 mm encurvada formando um ângulo de 90°, acoplada ao

sistema de distribuição de gás, para fluxionar nitrogênio no interior do tubo;

- com uma seringa estéril e uma agulha pequena (20 x 5,5 mm), retirou-se 0,1 mL do meio

de cultura, previamente reduzido, do frasco onde a colónia foi inoculada;

- substituiu-se a agulha pequena por uma de calibre maior (40 x 12 mm) para que a mesma

pudesse alcançar a colónia desejada no mterior do tubo;

- liberou-se o volume de meio de cultivo sobre a colónia, "sugando-a" instantaneamente de

forma a ser retirada juntamente com o meio adicionado;

- já com a colónia no interior da seringa, trocou-se a agulha grande por autora de calibre

menor, inoculando a colónia no mesmo frasco de reação do qual foi retirado o volume de

coleta;

Após o isolamento, as culturas foram subcultivadas em meio P.E.w, a 30°C, e

repicadas periodicamente a cada 30 dias, mantendo as mesmas condições do cultivo

controlado.
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FIGURA 4.2 Esquema da coleta da colónia em "Roll-Tube; (a) retirada de um volume

do meio de cultura previamente reduzido; (b) coleta da colónia sob fluxo

de nitrogênio (100%); (c) introdução do volume, com a colónia coletada,

no interior do frasco de cultivo

4.5 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA H - CULTURAS ISOLADAS

A morfologia das células foi acompanhada pelo exame microscópico sob

contraste de fase, durante todas as atividades experimentais (descrito no item 4.2). As

dimensões celulares médias foram obtidas através da medidas do comprimento e da

espessura de 10 células de cada cultura.

Para a observação sob microscópio eletrônico de varredura, foi utilizado o

método de secagem do HMDS (Hexametildisilazano), descrito originahnente por NATION

apud ARAÚJO (1995) para tecidos de insetos e adaptados por ARAÚJO (1995) para o

tratamento de biofilmes bacterianos. Este tratamento consiste na fixação com Glutaraldeído

2,5% em tampão fosfato OJM, pH 7,3 por um período de 12 horas a 4°C; desidratação em

uma série gradativa de álcoois: 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%, permanecendo 10

minutos em cada concentração; e secagem da massa bacteriana por 30 segundos com HMDS

(ARAÚJO, 1995).

NATION,J.L. (1983). An£wmethodusinghexamethyldisilazaneforprq)aTaüon of sola tíssues for sanning electron

nucroscopy. Stain. Techn.v. 58, n. 06, p. 347-351.
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Além da morfologia, outra característica obtida nesta fase experünental foi a

resposta da cultura isolada no que se refere à coloração de Gram (DSM, 1991). Esta resposta

foi confirmada pela técnica do KOH 3% (DSM, 1991), solução esta que rompe a parede

celular de células Gram-negativas.

Para detectar a capacidade de formação de esperas (DSM, 1991), as células

foram submetidas a um gradual aumento de temperatura em banho-maria, partindo de 40 C

até atingir 80 C, permanecendo nesta temperatura por 10 mmutos. Em seguida as células

foram examinadas sob microscopia de contraste de fase, a fim de verificar a presença de

esporos, que segundo VIDELA (1996), são altamente refráteis sob microscopia de

contraste de fase.

Para verificar a presença de desulfoviridma, uma enzima sulfíto redutase

específica de alguns géneros de BRS, foram adicionadas gotas de NaOH 2N sobre a

amostra disposta em uma lâmina, observando-a microscopicamente sob luz de

comprimento de onda de 365 mn. Se ocorresse a formação de zonas avemieüiadas,

características de culturas com desulfoviridina, o teste era considerado positivo. A cor esta

associada ao cromóforo sirohidroclorina deste pigmento (POSTGATE, 1979).

4.6 - ENSAIO DE RESPOSTA FISIOLÓGICA DAS CULTURAS

ISOLADAS

4.6.1 Análise Fisiológica I - Avaliação da resposta fisiológica das culturas

isoladas cultivadas em diferentes fontes de carbono.

Este ensaio consistiu em fornecer às quatro culturas isoladas, diferentes fontes

de carbono a fim de determinar os possíveis compostos utilizados por elas. Dois foram os

motivos pêlos quais este ensaio foi realizado: primeiro para determinar a que grupo

pertencia os géneros de BRS isolados (grupo oxidador completo ou incompleto),

detemunado pelo crescimento ou não em acetato como fonte de carbono e doador de

elétrons; segundo para determinar a condição mais favorável ao crescimento dos géneros

isolados.

Além das fontes de carbono, foram realizados subcultivos das culturas FW1 e

FW2 em meio P.E.m com água do mar sintética. Estas culturas eram originalmente de água
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doce. O subcultivo em água do mar foi feito com a finaüdade de observar o comportamento

das células na presença de salinidade elevada.

UtÜizando frascos de antibiótico de 30 mL, foram testados no meio P.E.m os

seguintes compostos: malato de sódio, acetato de sódio, fomúato de sódio e etanol, todos

com concentração igual a 40 mM, como fonte de carbono e elétrons em substituição ao

lactato de sódio. Atmosfera de Hi e CÜ2 foi também testada para avaüar o crescimento

celular, e nessa condição foi efetuado troca da atmosfera de N2 por esta mistura gasosa,

sem a adição de outra fonte de carbono. O subcultivo das culturas FW1 e FW2 em meio

com água do mar sintética empregou o lactato de sódio (40mM) como fonte de carbono e

elétrons. As culturas sob estas condições foram realizadas em duplicata e incubadas a 30°C

por 30 dias.

Análises macroscópicas foram realizadas baseando-se em alterações da cor do

meio de cultivo (de transparente a escuro), e análises microscópicas confirmaram a

presença do crescimento da massa celular de BRS.

4.6.2 - Análise Fisiológica II - AvaUação da resposta fisiológica das culturas

FW2 e SW1 cultivadas em diferentes fontes de carbono e aceptores de elétrons.

Este ensaio teve a finalidade de quantificar o crescimento de culturas em

diferentes fontes de carbono e aceptores de elétrons. Para este ensaio foram utüizadas duas

culturas: uma cultura de origem marinha e outra de água doce, que apresentassem melhores

respostas nos ensaios que antecederam este. As culturas estudadas foram a SW1 e a FW2, no

entanto, a cultura FW2 foi cultivada de duas maneiras distintas, uma delas mantendo a

condição de isolamento em meio P. E. m com água Milli-Q e a outra substituindo a água

Müli-Q por água do mar sintética. A cultura SW1 foi mantida em sua condição de origem

em meio P. E. m com água do mar siatética. Também foram quantificados o crescimentos em

cultivo sem ferro e em cultivo sob temperatura de 55°C

As culturas, antes de serem testadas, foram cultivadas em meio P.E../?2, em

frascos de Duran de 500 mL, com volume útil de reação de 300 mL, móculo de 7% (v/v), de

duas formas: - mantendo-se exatamente as mesmas condições ünpostas no cultivo

controlado, - substituindo o sulfato ferroso por cloreto ferroso a fim de adaptá-las a este novo
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composto, que se fez necessário uma vez que as culturas seriam submetidas a uma condição

fisiológica sem sulfato ferroso, porém com necessidade da adição de ferro.

A Figura 4.3 ilustra os procedimentos para a obtenção dos seis inóculos que

foram utilizados nos testes fisiológicos das culturas. Assim, quatro inóculos da cultura FW2

e dois da cultura SW1 foram estudados.

Após o período de incubação de 20 dias, a 30°C, e sob agitação de 175 rpm, as

culturas foram submetidas a centrifügação de 3000 rpm por 15 minutos em ependorfs" de

plástico de 12 mL estéreis. Foram então ressuspendidas em solução fisiológica de cloreto de

sódio a 0,9% (p/v), na proporção 1:1. Este procedimento, para preparação de inóculo, foi

realizado próximo ao bico de Bunsen, com todo o material necessário esterilizado. Este

tratamento do móculo foi realizado a fim de eliminar resíduos do cultivo anterior

(VARESCHE, 1997), evitando interferências nos resultados.

águaMillí-Q
malato de sódio

\\\\FsÇÏz\\

- água do mar sintética
- lactato de sadio

llf|sS%|l :Fígei;

||:F|ëSpiç|

- água do mar sintética

- lactato de sódio

:::FeGÍ2::

FIGURA 4.3 - Esquema da preparação dos inóculos utilizados no ensaio fisiológico II

O cultivo no ensaio fisiológico u ocorreu em frascos de antibióticos de 30 mL

com 10 mL como volume de reação, em triplicata. Os volumes de meio e soluções foram os

mesmos utilizados durante o cultivo controlado, diferindo nos compostos testados e na

condição em que o sulfato férrico deveria ser suprimido e substituído por cloreto férrico, a

fim de manter a mesma concentração de ferro no interior dos frascos de reação. Utilizou-se
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um volume de inóculo de 5% (v/v). Os frascos foram incubados a 30°C, sob agitação de 175

rpm, por um período de incubação de 20 dias.

A Tabela 4.6 apresenta as condições fisiológicas estudadas com as culturas

cultivadas em meio P.E.m com água do mar sintética (culturas SW1 e FW2). Nestas

condições a concentração de 27mM de sulfato, presente na água do mar sintética, foi

mantida mesmo quando outros compostos aceptores de elétrons como sulfito, tiossnlfato e

nitrato foram adicionados. Para a cultura FW2, cultivada em meio P.E.w com água Milli-Q,

as condições fisiológicas estão apresentadas na Tabela 4.7. Neste ensaio o sulfato foi

totalmente substituído pêlos outros aceptores de elétrons.

TABELA 4*6 - Condições nutricionais estudadas para culturas cultivadas em meio

P.E./n, preparado com água do mar sintética

Sulfato (37mM) sem fonte de carbono

Sulfato (37mM) + lactato de sódio (40mM)

Sulfato (37mM) + lactato de sódio (40mM) + 55°C

Sulfato (37mM) + malato de sódio (20mM)

Sulfato (37mM) + formiato de sódio (20mM)

Sulfato (37mM) + acetato de sódio (20mM)

Sulfato (37mM) +etanol (20mM)

Sulfato (27mM) + lactato de sódio (40mM)

Sulfato (27mM) + lactato de sódio (40mM) sem ferro

Sulfato (27mM) + lactato de sódio (40mM) + sulfito de sódio (lOmM)

Sulfato (27mM) + lactato de sódio (40mM) + tiossulfato de sódio (lOmM)

Sulfato (27mM) + lactato de sódio (40mM) + nitrato de sódio (lOmM)

( ) concentração da solução no meio de cultura, expressa em molaridade

O acompanhamento do crescimento celular foi realizado com amostragens no

tempo inicial (equivalente a um frasco recém moculado mantido sob refngeração) e após 20

dias de incubação, utilizando um método indireto de quantificação bacteriana. Apesar do

ensaio ter sido realizado em toriplicata, foi aproveitado a média aritmética de dois dos

melhores resultados de cada condição testada.
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TABELA 4.7 - Condições nutricionais estudadas para culturas cultivadas em meio

P.E./M, preparado com água MilU-Q

Sulfato (lOmM) sem fonte de carbono

Sulfato (lOmM) + malato de sódio (40mM)

Sulfato (lOmM) + malato de sódio (40mM) + 55°C

Sulfato (lOmM) + lactato de sódio (20mM)

Sulfato (lOmM) + formiato de sódio (20mM)

Sulfato (lOmM) + acetato de sódio (20mM)

Sulfato (lOmM) + etanol (20mM)

Malato de sódio (40mM)

Malato de sódio (40mM) + sulfito de sódio (lOmM)

Malato de sódio (40mM) + tiossulfato de sódio (lOmM)

Malato de sódio (40mM) + nitrato de sódio (lOmM)

( ) concaitração da solução no meio de cultura, expressa em molaridade

4.6.2.1 Quantificação de proteína celular

O método utilizado para dosagem de proteína celular foi o desenvolvido por

LOWRY e modificado por PETERSON (1977) e consiste na reação entre as proteínas

solubilizadas com o indicador "Folin Ciocalteau", utilizando como padrão a prcteína soro

albumina bovina (SAB).

Para a determinação da proteína celular promoveu-se o rompimento celular pelo

método descrito por BHADURI e DEMCHICK (1983), As amostras foram tratadas com

acetona e SDS. O método está descrito a seguir:

- distribuiu-se 10 mL da cultura em "ependorfs", centrifügando-os a 3000 rpm por 20

minutos; desprezou-se o sobrenadante;

- o "pellet" foi ressuspendido em 10 mL de solução tampão fosfato a OJM fTabela 4.8), e

centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos; desprezou-se o sobrenadante; realizou-se esta

operação duas vezes;

- o "pellet" foi ressuspendido em 5 mL de acetona (P.A.) e mantida em repouso por 20

minutos em banho de gelo;

- centrifügou-se a amostra a 3000 rpm por 20 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o

residual de acetona foi eliminado füxionando N2 (100%) na amostra;
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- a amostra foi ressuspendida em 5 mL da solução dodecil sulfato de sódio (SDS) 1%,

acrescida de 5 mL de NaOH 2N e agitou-se vigorosamente; a amostra permaneceu em

repouso na ausência de luz por 30 minutos;

- após o período de reação, a amostra foi homogeneizada e centrifügada a 3000 ipm, por 10

minutos;

- retirou-se 0,5 mL do sobrenadante e efetuou-se a dosagem de proteínas.

Uma vez liberadas, as proteínas foram quantificadas pelo método de LOWRY

modificado por PETERSON (1977). Neste método a concentração de proteínas é obtida

através da curva de calibração expressa em miligramas de soro albumina bovina por Litro -

mgSAB/L - (Apêndice Al) (VARESCHE, 1997). O procedimento está descrito a seguir:

- foram distribuídos 5 mL da solução D (Tabela 4.8) em tubos de ensaio;

- adicionou-se um volume de 0,5 mL do sobrenadante resultante da extração de proteína das

células; no tubo "branco" a amostra de proteína foi substituída por 0,5 mL de NaOH IN;

após serem agitados vigorosamente, os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos;

-adicionou-se um volume de 0,5 mL do reativo "Folin Ciocalteau" IN; os tibos foram

agitados e deixados em repouso por 30 minutos na ausência de luz;

- as leitura da absorbância foram feitas no comprimento de onda de 750 mn.

TABELA 4.8 - Soluções utilizadas para a dosagem de proteínas celular

Solução tampão fosfato 0,1M

26,80 g de fosfato de sódio dibásico em 1000 ml de água

8,3 ml de uma solução de hidróxido de sódio 2N

Completar o volume para 2000 mL com água Müli-Q

Solução dodecil sulfato de sódio (SDS) 1%

10 g de dodecil sulfato de sódio

1000 mL de água Milli-Q

Solução D

20 mL de uma solução 0,5% de sulfato de cobre (CuS04.5H20)

20 mL de uma solução 1% de tartarato de sódio e potássio

Obs: armazenar no escuro, sob refrigeração, no máximo por 30 dias

Fonte: BHADURI e DEMCfflCK (1983); PETERSON (1977)
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4.7 - AVALIAÇÃO DA CINÉTICA DE CRESCIMENTO DA CULTURA

SW1

Neste ensaio foi posssível acompanhar o crescimento bacteriano da cultura

SW1, determinando a taxa máxima de crescimento específico (^imax) ® o tempo de geração

fTg), bem como as velocidades específicas de utilização do sulfato e ácido láctico e as

velocidades de produção de suifeto e ácido acético.

Os ensaios foram realizados em quatro frascos de Duran de 1000 mL com

volume útií de reação de 750 mL, mantendo-se as condições do cuhivo controlado. Foi

utilizado um inóculo de 5% (v/v), o qual recebeu o mesmo tratamento descrito para o ensaio

fisiológico II. Dois frascos foram submetidos a uma agitação de 200 ipm enquanto os outros

dois foram mcubados sem agitação. Os frascos foram mantidos a 30°C por um período de 23

dias.

Para acompanhar o crescimento bacteriano foi utilizado o método de dosagem

de proteína (LOWRY modificado por PETERSON, 1977) descrito no item 4.6,2.1. Á

dosagem de sulfato foi realizada por um método turbidimétrico, de suífeto por um método

coiorimétrico e o acompanhamento da utilização de ácido láctico e produção de ácido acético

por determinações cromatográficas. Estes métodos estão descritos abaixo.

4.7.1 Método para dosagem de sulfato

Á determinação do sulfato foi realizada pelo método turbidimétrico descrito no

STANDARD METHODS (1992), no qual o íon sulfato é precipitado em um meio de ácido

acético com cloreto de bário (BaCli) formando chstais de sulfato de bário. A concentração

mínima detectável é de aproximadamente l mg/L. A absorbância da suspensão é lida a 420

mn e a concentração determinada pela comparação da leitura com a curva padrão com

sulfato de sódio (Apêndice A2). O procedimento utilizado para a dosagem de sulfato está

descrito abaixo:

- mediu-se 100 mL da amostra diluída lOOx e transferiu-se este vohune para um erlemneyer;

- adicionou-se 20 mL da sohição tampão A (Tabela 4.9) e agitou-se;

- acücionou-se 0,26 g de cloreto de bário e agitou-se em velocidade constante por l minuto;
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- o branco foi realizado com a amostra acrescida da solução tampão, sem a adição do cloreto

de bário;

- mediu-se a turbidez a 420 mn.

TABELA 4.9 - Solução Tampão A para dosagem de sulfato

Solução Tampão A

30,0 g Cloreto de magnésio (MgCli.ôH^O)

5,0 g Acetato de sódio (CHsCOONaJHsO)

1,0 g Nitrato de potássio (KNÜ3)

20,0 mL Ácido acético ( CHsCOOH 99%)

Fonte: STANDARD METHODS (1992)

4.7.2 Método para dosagem de sulfeto total

Para o acompanhamento da produção de sulfeto durante o ensaio de

crescimento bacteriano, foi utilizado o método descrito por QUENTTN e PACHMEYER e

modificado por PIAS et al . apud VARESCHE (1997). A concentração de sulfeto detectada

por este método situa-se entre O e 1,5 mM. A concentração é obtida através de curva padrão

com sulfeto de sódio (Apêndice A3), Cuidados para evitar perdas devem ser tornados, como

manter os tubos sempre fechados e utilizar água desoxigenada (fervida e resfriada). Segue

ababío os procedimentos para a dosagem de sulfeto:

- distribuiu-se um volume de 200 ^L da amostra em tubos Bélico®, água Milli-Q

desoxigenada substituiu a amostra para o branco;

- adicionou-se um volume de 10 mL da solução de acetato de zinco a 0,01M, l mL da

solução dimetil-p-fenilenodiamma (DMPD) e 70 p.L da solução de sulfato férrico amoniacal

(todas as soluções descritas na Tabela 4.10);

- após o período de reação de 20 minutos, mediu-se a absorbância em 663 mn.

2 PLAS, C; HARANT, H.; DANNER, H.; JELINEK, E.; WIMMER, K-; HOLUBAR, P.; BRAUN, R. (1992). Ratio of
biological and chemical oxidation during the aerobíc elimination of sulphide by colourless sulphur bactéria. Appl. Microb.

5;otec/LV.36,p.817-822.
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TABELA 4.10- Soluções para dosagem de sulfeto total
=h

Solução de Acetato de Zinco 0,01M

20 g de acetato de zinco düúdratado

0,2 ml de ácido acético P.A.

1000 raL de água Müi-Q desoxigenada

Obs. Armcizenar sob refrigeração

Solução de sulfato férrico amoniacal

2 mL de ácido sutfurico P.A. (gota a gota) em 50 mL de água MiU-Q desoxigenada

10 g de sulfato férrico amoniacal Fe(NH4).(S04)2.12H20

Completar o volume para ï 00 mL com águaMíïi-Q desoxigenada

Obs: armazenar no escuro sob refrigeração

Solução de dünetíl-p-femlenodiamina (DMPD)

0,5 g de DMPD em 50 mL de água desoxigenada sob banho de gelo

50 ml de ácido suüürico (96%) gota a gota

Completar o volume com água desoxigenada para 250 mL

Obs: armazenar no escuro sob refrigeração por SÓ dias

Fonte: PLAS et al32, apud VARESCHE (1997)

4.7 J Método para dosagem de ácidos orgânicos

As análises de ácido lático e ácido acético foram realizadas em um

cromatógrafo Pharmacia LKB, constituído de um controlador LCC 2252, duas bombas

HPLC 2248, um forno para coluna HPLC 2155 e um detector UV Visível VWM 2141 em

comprimento de onda de 210 mn. Uma coluna Aminex HPX-87H de exclusão iônica com

300 x 7,8 mm foi usada como fase estacionária. A fase móvel foi constituída por solução a

10% de acetonitrila em H2SÜ4 (0,004M), com fluxo de 0,600 mL/nún. O volume de injeçâo

foi de 20 \ïL.

Antes da injeção, 1,0 mL da amostra foi filtrado em filtro Millipore de 13 mm

de diâmetro e 0,45 ^im, diluído a 10,0 mL de uma solução de H2S04 a 0,5M e filtrado

novamente, na mesma porosidade anterior.

As áreas equivalentes aos picos foram corrigidas para concentração em mg/L,

aú-avés das equações obtidas pelas curvas padrão de ácido lático (Apêndice A4) e de ácido

acético (Apêndice A5).
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4.7.4 Avaliação dos valores obtidos

Os cálculos da velocidade específica máxima de crescimento (pmax) e tempo de

geração (Tg) da cultura isolada utilizou os conceitos definidos em literatura básica sobre

cinética de crescimento celular (BORZANI, 1986), em que Tg é inversamente proporcional a

l^max, sendo hi2 a constante de proporcionalidade (Equação 3.1).

A determinação da velocidade específica na fase exponencial de crescimento foi

feita graficamento, projetando-se os valores do logaritmo neperiano da concenüraçâo celular

(obtida, neste caso, através da dosagem de protema celular) contra o tempo de cultivo,

identificando os pontos que possuem a maior probabilidade de alinharem-se em uma mesma

reta. Estes correspondem a fase exponencial de crescimento, onde a velocidade específica é

máxima e constante. Através do cálculo da regressão linear dos pares de pontos, determmou-

se a equação da reta, cujo coeficiente angular corresponde ao (^nax CVARESCHE, 1997).

As curvas de consumo de ácido láctico e sulfato e de produção de ácido acético

e sulfeto foram obtidas projetando-se os valores das respectivas concentrações em função do

tempo, e correspondem às velocidades de consumo e de produção, respectivamente. As

velocidades específicas foram obtidas dividindo as velocidades pela concentração de

microrganismos no respectivo tempo.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados referentes às atividades

experimentais realizadas com as amostras fornecidas pelo Cenpes/Petrobrás.

Como apresentado no capítulo anterior, o meio de cultura empregado em todas as

fases do trabalho foi o Postgate E modificado (P .E. m), preparado com água Milli-Q no cultivo

de amostras de água doce ou preparado em água do mar sintética para o cultivo de amostras

provenientes de ambientes marinhos.

Após o cultivo controlado das amostras, em que foi possível adequá-las às

condições de cultivo sob aaaerobiose estrita, seguiu-se o procedmiento de isolamento das

culturas. Dois métodos foram utilizados; diluições decimais seriadas para as amostras SW1 e

SW2 de origem marinha e a técnica do "Roll-Tube" para as amostras FW1 e FW2, provenientes

de água doce. Em adição ao método do "Roll-Tube", algumas vezes, foi necessário o emprego

da técnica de diluições decimais seriadas, a fim de purificar a cultura obtida.

Uma cultura de BRS foi isolada de cada amostra estudada, e estudos morfo-

fisiológicos foram realizados com os isolados. Especiabnente com as culturas FW2 e SW1, foi

feito um ensaio sobre a resposta fisiológica celular, através da medida de crescimento bacteriano

em diferentes condições nutricionais. O estudo da cinética de crescimento da cultura SW1 foi

conduzido em um mtervalo de 23 dias. Neste período foram realizadas 8 leituras, obtendo-se os

valores de proteína total, sulfeto total, sulfato, ácido láctico e ácido acético. Os resultados

possibilitaram a determinação da velocidade específica de crescimento da cultura SWl, bem
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como do tempo de geração, da velocidade específica de consumo de sulfato e lactato e a da

velocidade específica de produção de sulfeto e acetato.

5.1 - CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA I

A caracterização morfológica inicial, realizada com as amostras originais

previamente enriquecidas pelo Cenpes/Petrobrás em meio P.E./n, com aproximadamente 60 dias

de incubação, revelou diferentes tipos morfológicos presentes nas amostras.

A Figura 5.1 destaca as diversas morfologias presentes na amostra enriquecida de

água do mar tratada para injeção, denominada amostra SW1, com o predomínio de bacilos

curvos (Figura 5. Id). Podem ser vistos também, alguns filamentos espiralados, filamentos retos e

bacüos retos.

Na Figura 5.2 são apresentadas as moriblogias encontradas na amostra FW1,

enriquecida a partir de um "pool" de amostras envolvendo resíduo de corrosão, água oleosa

produzida em sistemas petrolíferos além de amostras de água dos rios, dos quais, provavelmente,

é coletada a água de mjeção. Nesta figura observam-se cocos, filamentos e bacilos curvos, estes

últimos predominantes na amostra (Figura 5.2c).

As morfologias da amostra enriquecida FW2, proveniente de um resíduo de

corrosão de um gasoduto, estão apresentadas na Figura 5,3. Nesta são destacadas as morfologias

de filamentos espiralados, bacilos retos e bacilos curvos (Figura 5 .3c), esses últimos

predominantes.

Na Figura 5.4 são apresentadas as morfblogias presentes na amostra SW2,

enriquecida a partir de um amostra de água do mar tratada para mjeção, na qual destacam-se

bacilos curvos de tamanhos variados (Figura 5.4a e 5.4c), alguns cocos e algumas células

alongadas.
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FIGURA 5.1 Células encontradas no mapeamento morfológico da amostra SW1, observadas sob

microscopia de contraste de fase (ocular 10; objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação

da foto).

FIGURA 5.2 Células encontradas no mapeamento morfológico da amostra FW1, observadas sob

microscopia de contraste de fe se (ocular 10; objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação

da foto)
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FIGURA 5.3 Células encontradas no mapeamento morfológico da amostra FW2, observadas sob

microscopia de contraste de fase (ocular 10; objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação

da foto)

FIGURA 5.4 Células encontradas no mapeamento morfológico da amostra SW2, observadas sob

microscopia de contraste de fase (ocular 10; objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação

da foto).
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Apesar de serem origmaknente diferentes, as amostras apresentaram basicamente as

mesmas morfologias, com predomínio de bacilos curvos característicos de BRS (POSTGATE,

1979, WIDDEL e PFENNIG, 1984). Outra evidência da presença de BRS nas amostras foi a

coloração escura do meio, observada macroscopicamente, devido à formação de FeS.

5.2 CULTIVO CONTROLADO

As amostras foram cultivadas no meio de cultura P.E.m, o mesmo empregado nos

cultivos realizados pelo Cenpes/Petrobrás, adequando-as às novas condições experimentais, sob

anaerobiose estrita, segundo as normas da área de Microbiologia do Laboratório de Processos

Biológicos (SHS-EESC-USP). No entanto, nos últimos subcuJtivos desta fase, o extraio de

levedura foi excluído do meio a fim de minimizar o desenvolvimento de outros grupos

bacterianos. WIDDEL e BAK (1992) comentaram que este composto causa um rápido

desenvolvimento de várias bactérias fermentativas.

O cultivo controlado das amostras SW1, FW1 e FW2 ocorreu em um período de 73

dias, mantendo-se as culturas a 30°C. Os tempos de incubaçâo foram determinados conforme os

resultados dos exames microscópicos. Foram realizados 4 subcultivos, os três primeiros

incubados por 15 dias e o último por 28 dias. A amostra SW2 foi submetida a um período de

cultivo de 83 dias, sendo o primeiro subcufcivo incubado por 21 dias, o segundo por 28 dias e o

terceiro por 34 dias. O período total empregado no cultivo controlado, foi o mesmo sugehdo por

WIDDEL e BAK (1992), em que amostras enriquecidas devem ser transferidas de 2 a 5 vezes

em novo meio, antes de iniciar o processo de isolamento da cultura.

Como pode ser visto na Figura 5.5a, o cultivo controlado selecionou a morfologia

de bacilos curros na amostra SW1, pois nesta fase experimental não foram observados os

filamentos encontrados no mapeamento inicial.

A amostra FW1 apresentou uma abundante concentração de longos filamentos,

alguns espiralados, o que não foi constatado durante o mapeamento inicial dessa amostra. No

entanto, prevaleceram os bacilos curvos (Figura 5.5b).
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Estavam presentes na amostra FW2, além dos predominantes bacüos curvos,

bacilos retos, cocos e algumas células alongadas (Figura 5.5c). Microscopicamente foi

constatado um aumento do material particulado, provavelmente sulfeto de ferro precipitado.

Quanto à amostra SW2, a diferença esteve na diminuição do material particulado,

observado microscopicamente. As morfologias permanceram as mesmas: alguns cocos e

filamentos curtos, bacüos curvos pequenos e grandes (Figura 5.5d).

Pela comparação dos exames nücroscópicos realizados üúciaünente e após o

cultivo controlado, pode-se concluir que tanto o enriquecimento realizado pelo Cenpes/Petrobrás

quanto o cultivo controlado, sob anaerobiose estrita e na ausência de extraio de levedura,

realizado neste trabalho, foram igualmente capazes de selecionar os mesmos tipos morfológicos,

entre eles, os predominantes bacilos curros, característicos de BRS. Sabe-se que

enriquecimentos selecionam os organismos com maior velocidade de crescimento e aqueles

melhores adaptados ao meio de cultivo utilizado. Assim, pode-se inferir que o meio Posgate E

modificado, juntamente com os métodos de anaerobiose estrita, foi capaz de selecionar BRS

com a morfologia de bacilos curvos. De acordo com WIDDEL e BAK (1992), lactato e sulfato

tem sido usado com sucesso para o cultivo de organismos pertencentes aos géneros

Desulfovíbrío e Desulfotomaculum.

5.3 ISOLAMENTO DAS CULTURAS REDUTORAS DO ÏON SULFATO

Neste item são apresentadas as sequências do isolamento das culüiras. As

morfologias isoladas serão apresentadas e discutidas no item 5 A, juntamente com a

caracterização morfo-fisológica das mesmas.

Os métodos utilizados para o isolamento se mostraram eficentes na obtenção de

culturas puras. O critério de análise do crescimento baseou-se no escurecimento e turvação do

meio líquido, e na formação de colónias escuras em meio sólido, ambos suportados por exames

microscópicos. O pendo de mcubação não foi padronizado para todas as amostras, estando este

dependente dos resultados observados nos exames microscópicos. A temperatura de incubaçao

foi de 30°C.
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FIGURA 5.5 Morfologias encontradas na fase de cultivo controlado, observadas sob microscopia de

contraste de fase (ocular 10; objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação da foto);

(a) amostra SW1; (b) amostra FW1; (c) amostra FW2; (d) amostra SW2



5.3.1 Amostra SW1

Como anteriormente referido, a amostra SW1 foi submetida ao isolamento

utüizando-se a técnica das diluições seriadas decimais. Em um período de 76 dias foram

realizadas 4 sá-ies de diluições, como pode ser visto no esquema apresentado na Figura 5.6.

Utilizando como móculo o último repique do cultivo controlado (com 28 dias de

mcubação), foi realizada a primeira (diluição I) das quatro sáries, com oito diluições decimais.

Após 13 dias de incubação, apenas a diluição 10 apresentou crescimento de BRS.

A segunda série (diluição H) teve como inóculo a diluição 10 da SCTÍC anterior, e

realizaram-se 6 diluições a partir desta. Após 27 dias de incubação, as diluições 10 e 10"

apresentaram crescimento, com abundância de bacilos curvos, porém ainda com presença de

alguns filamentos curtos.

Estas duas düuições foram utilizadas como inóculo para a terceira série (diluição

III), na qual foram realizadas dois grupos tendo cada um deles 5 diluições para cada inóculo.

Após 29 dias de mcubação, apenas as diluições 10 e IO'8 provenientes do inóculo 10"

apresentaram crescimento.

Amostras das düuíções 10 e 10 foram inoculadas em uma última série (diluição

FV), na qual foram realizadas três diluições, obtendo-se uma cultura pura de bacilos curvos, após

7 dias de mcubação, na diluição 10 , proveniente da diluição 10 .

Pode-se concluir que os bacüos cmvos observados miciaünente na amostra SW1,

enviada pelo Cenpes/Petrobrás, foram selecionados e isolados através da técnica de diluições

decimais seriadas. Suas características morfológicas estão apresentadas no item 5.4.4.
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FIGURA 5.6 Esquema do isolamento da cultura SW1 através de diluições decimais seriadas. Os

quadrados destacados se referem as düuições que apresentaram crescimento de BRS

as quais foram utilizadas como inóculo para as séries seguiutes.

5.3.2 Amostra FW2

Para o isolamento da amostra FW2 foi utilizado o método do "Roll-Tube", seguido

de algumas düuiçÕes decünais, como pode ser visto no esquema apresentado na Figura 5.7. O

primeiro Roll-Tube" compreendeu 7 tubos de ensaio, utílizando-se um inóculo com 30 dias de

mcubação. Após 40 dias de mcubação uma colónia foi coletada e inoculada em meio de cultura.

Com 15 dias de incubação, exames microscópicos indicaram a presença de outras morfologias,

além de bacüos curvos. DecÍdiu-se, então, submeter esta amostra à técnica de diluições decimais

seriadas.

Foram realizadas quatro série de düuições, cada qual com 30 dias de mcubação. No

entanto, o melhor desenvolvimento em todas as sá-ies ocorreu na diluição 10 '. O cultivo a 10

da última diluição (diluição W) foi utilizado como inóculo para o "Roll-Tube" H. Após 37 dias
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de mcubação, foi coletada a única colónia que cresceu sobre a superfície do ágar, completamente

isolada. A colónia está apresentada na Figura 5.8, visualizada em microscopía comum.

Esta colónia então, foi cultivada em meio líquido onde foi constatado a presença de

bacüos curvos e de algumas formas filamentosas, estas provavelmente devido alterações

morfológicas dos próprios bacilos curvos.

Os bacüos curvos, isolados pelas técnicas do "Roll-Tube" e diluições decimais

seriadas, foram visualizados entre outras morfologias no mapeamento inicial.

"ROLL-TUBE" l

Cofeïs e {nocufação da coiônia

DILUIÇÃO l

DILUIÇÃO II

w-2" 1D-4 1D-6 10-8 -^ïo
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lliídlfil 10-4 10-6 10-8 10-1C
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iiÍOHt; 10-4 10-E 10~£ ^ 10-1; ~^.

l
I
I

l H b'2 li 10-4 1D-Ë 10-8 10-11
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Coleis e fnocuiação cfa coiônis ------- cufíura isolada

FIGURA 5.7 Esquema do isolamento da cultura FW2, pelo método do "RolI-Tube" e das düuiçõcs

decimais seriadas. Os quadrados destacados se referem as düuiçoes que

apresentaram crescimento de BRS as quais foram utilizadas como inóculo para as

series seguintes.



91

FIGURA 5.8 Microfotografia da colónia isolada da amostra FW2 em "RolI-Tube" (nücroscopia

comum, ocular 10; objetiva 4; zoom de 1,25 e ampliação da foto)

533. Amostra SW2

A amostra SW2 foi submetida ao isolamento por meio da técnica de diluições

decimais seriadas. Duas sá-ies de düuições foram suficientes para a obtenção da cultura pura

desta amostra. O esquema do isolamento está apresentado na Figura 5.9.

O inóculo para a primeria diluição partiu do último subcultivo controlado (com 29

dias de mcubação). Na primeira série foram realizadas 5 düuições seriadas. Observações

microscópicas indicaram que as diluições apresentavam diversas morfblogias, exceto a diluição

10 , na qual, apesar de apresentar poucas células, foi verificado apenas dois tipos morfológicos.

Amostra da diluição 10 com 25 dias de incubação foi moculada em uma segunda

sá'ie, na qual foram realizadas sete diluições. Após 15 dias de incubação, todas as diluições
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apresentaram crescimento, mas apenas a diluição 10 apresentou um único tipo morfológico de

bacilos curvos pequenos, similares aos vistos no mapeamento miciaL Os bacilos maiores e

outras morfologias presentes ínícahnente na amostra SW2 não foram selecionadas no processo

de isolamento.
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FIGURA 5.9 Esquema do isolamento da cultura SW2, utilizando düuições decimais seriadas. Os

quadrados destacados se referem as düuições que apresentaram crescimento de BRS

as quais foram utilizadas como inóculo para as séries seguintes.

5.3.4 Amostra FW1

O isolamento da cultura FW1, realizado através do método do "Roll-Tube", iniciou-

se utilizando um inóculo com 30 dias de mcubação. A Figura 5.10 mostra o esquema das estapas

de isolamento. Dois tubos de ensaio apresentaram resultado positivo, mas com períodos de

mcubação distintos ("Roll-Tube" I com 42 dias e "Roll-Tube'17 ü com 28 dias de mcubaçãòV As

cerlÀnias foram coletadas e subcultivadas em meio líquido. Após 15 dias de incubação, exames

mieroscópicos das duas culturas indicaram a ocorrência de mais de uma morfologia. Saído

assim, optou-se pela realização de duas séries de diluições decimais seriadas de cada cultivo.

Na primeira sà-ie de diluições decimais, os inóculos estudados foram provenientes

do "Roll-Tube" I e do "Roll-Tube" n, realizando-se 5 diluições para ca4a inóculo. Após 20 dias

de incubação, foi feita a segunda sá'ie, com 5 diluições da amostra da diluição 10 , proveniente
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do Roll-Tube" H, a qual apresentou bom crescimento em relação às demais. Uma cultura pura

de bacilos curvos foi obtida na diluição 10 após 20 dias de mcubação.

Este tipo morfológico foi o mesmo encontrado predommantemente no mapeamento

inicial da amostra. As demais morfologias não foram mais observadas no decorrer do processo

de isolamento.
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Figura 5.10 Esquema do isolamento da cultura FW1 através do método do "Roll-Tube" e de

diluições decimais seriadas. Os quadrados destacados se referem as diluições que

apresentaram crescünento de BRS as quais foram utilizadas como inóculo para as

séries seguintes.
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5.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E FISIOLÓGICA DÁS

CULTURAS ISOLADAS

As culturas isoladas receberam denominações similares as siglas das amostras, ou

seja, a cultura isolada da amostra FW1 foi denommada cultura FW1, e assim para as demais.

Dentre os caracteres morfológicos estudados em todas as culturas isoladas estão:

dimensões celulares, resposta segundo a coloração de Gram, formação de esporos e presença de

desulfovü-idma.

As quatro culturas isoladas foram submetidas ao ensaio fisiológico I, em que foram

testados diferentes fontes de carbono, mcubados a 30°C sem agitação. No entanto, para as

culturas FW1 e FW2, originalmente de água doce, foi testado também um cultivo sob condições

salüias, utilizando o meio P.E.m com água do mar sintética. Assün foi possível observar o

comportamento das culturas FW1 e FW2 sob condições marinhas. A avaliação do crescimento

celular nesse ensaio foi feita após 30 dias de cultivo, através de observações macroscópícas

(tmvação do meio de cultivo) e microscópicas.

No ensaio de resposta fisiológica H, foram testados diferentes fontes de carbono e

aceptores morgânicos de elétroos, a 30°C e sob agitação de 175 rpm. Também foram analisados

o crescimento na ausência de ferro e o crescimento sob temperatura de 55°C. Decorrido os 20

dias de incubação, foram feitos exames microscópicos, e as amostras foram congeladas para

posterior dosagens de proteína total pelo método de LOWRY modificado por PETERSON

(1977), para avaliar as respostas de crescimento. Esse ensaio fisiológico foi aplicado para as

amostras FW2 e SW1, amostras melhor caracterizadas, morfo e fisiologicamente, nos

experimentos que antecederam o ensaio de resposta fisiológica H.

5.4.1 Cultura FW1

A cultura isolada FW1, proveniente de uma amostra composta por resíduos de

corrosão, água de rios e água produzida em sistemas petrolíferos, constituiu-se de bacilos curvos,

com dimensões médias de 1,2 ;xm de comprimento e 0,5 p,m de espessura (Figura 5.11a),
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cultivados a 20 dias na condição de isolamento. Foi observado, macroscopicamente, a formação

de biofiknes aderidos à superfície interna dos frascos nos quais a cultura FW1 foi cultivada.

Uma amostra dos bacilos curvos da cultura FW1, cultivados por 15 dias, foram

submetidos aos testes morfológicos cujos resultados os consideraram Gram-negativos, devido a

reação das células com o KOH, uma vez que a resposta tintorial da reação de Oram se

apresentou mdefínida; capazes de formar esporos e sem a enzima desulfoviridina. Alguns

esporos podem ser vistos na Figura 5.11a.

As respostas fisiológicas no ensaio I da cultura FW1, estão apresentados na Tabela

5.1. Neste ensaio foi utilizado um inóculo com 20 dias de mcubaçao. Dentre as diferentes

condições estudadas, o melhor resultado ocorreu no cultivo em meio com água do mar sintética

(40mM de lactato de sódio e 37 mM de sulfato), em que foram evidenciados grande quantidade

de bacilos curvos, morfologicamente constantes. Entre os cultivos em meio P.E.m preparado

com água MiUi-Q, os melhores resultados foram obtidos em lactato de sódio (40mM) e malato

de sódio (40mM) e ïWCOi (80/20%), todos na presença de IGmM de sulfato, apresentando boa

concentração de bacilos curvos. Raras células foram vistas na presença etanol (40mM) e

formiato de sódio (40mM), e ausência total de células em meio com acetato de sódio (40mM).

Examinando um subcultivo após 27 dias de incubação em meio salino, constatou-se

que, nesta condição, os bacüos curvos foram um pouco maiores do que os cultivados na

condição de isolamento, com dimensões médias de 1,8 pm de comprimento e 0,4 pm de

espessura CFigura 5.Ub e 5.lie). Os resultados da coloração de Oram e desulfoviridma foram os

mesmos obtidos no cultivo sob as condições de isolamento. Contudo, o teste de esporos não foi

capaz de promover a esporulação total da cultura. Um outro teste de esporos foi realizado com a

cultura cultivada por 7 dias nas mesmas condições e o resultado continuou o mesmo, ou seja,

algumas células esporularam porém outras permaneceram intactas e móveis. Alguns fatores

como condições de cultivo, qualidade e quantidade de inóculo e tempo de exposição a altas

temperaturas poderiam estar relacionados ao resultado obtido. No entanto, pêlos resultados

obtidos na condição de isolamento, considerou-se a cultura como capaz de formar esporos.
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TABELA 5.1 - Resultados do ensaio de resposta fisiológica I para a cultura FW1

Condição Resultado Observação Microscópica

Lactato + SÜ4 Muitos bacilos curvos e bacilos com
extremidade afílada, ambos com
movimento serpeatiforme, alguns
filamentos

Etanol + SÜ42

Formiato + SÜ42

Acetato + SÜ42

Malato + SÜ42

Hs/COz + SÜ42

Condição marinha
Lactato + SÜ42

+/-

+/-

+

+

++

Raras células

Raras células agregadas, presença de
filamentos

Não houve CTescimento bacteriano

Muitos bacilos curvos com movimento
serpentiforme

Bacilos semelhantes ao visto na condição
lactato

Abundância de células, morfologia de
bacilos curvos

IGroM de SÜ4 , exceto condição marinha 37mM

40mM composto orgânico; H^/COi (80/20%)

+ com crescimento bacteriaao - sem crescimento bacteriano +/- pouco cr&scimento

Ao comparar as Figuras 5.2 e 5.11a, verifíca-se que as células dos bacüso curvos

iniciahnente observados na amostra, parecem mais saudáveis do que em cultura pura. Talvez a

presença dos outros tipos morfológicos favoreça a formação de um consórcio metabólico que

contribui para um meiïior desenvolvimento dos bacüos no meio equivalente a água doce.

Dentre as características fenotípicas apresentadas pela cultura FW1, a capacidade

de formar esporos e a ausência de desulfoviridma foram fundamentais para diferenciar a cultura

isolada do gàiero Desuïfovibrío, morfologicamente semelhante, e aproximá-la do género

Desuïfoíomacuïum., o qual muitas vezes apresenta coloração de Gram variável (POSTGATE,

1979; WIDDEL, 1988).

Devido a sua resposta sob condições salinas (2,3% de NaCl), pode-se considerar

que a cultura FW1 é uma espécie halófíla. Com relação à salmidade, destacam-se entre as
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espécies de Desulfotomaculum conhecidas, algumas culturas de Desulfotomaculum acetoxidans

(1-2%), D. reducens (0-2%) e D. halophilum (1-14%), no entanto, a característica de oxidador

incompleto (incapaz de utilizar acetato como fonte de energia) exclui a possibilidade da cultura

FW1 ser similar a D. acetoxidans. Crescimento em malato foi constatado na cultura D.

halophilum (TARDY-JACQUENOD et al., 1998), mas não foi observado em D. reducens

(TEBO e OBRAZTSOVA, 1998).

Uma característica ünportante é que, apesar de apresentar ótimas condições de

crescimento em salmidade de 2,3%, a cultura FW1 foi isolada sob condições equivalentes a água

doce, portanto capaz de crescer sob salinidade reduzida, neste caso 0,2%. D. reducens apresenta

uma faixa, de saluüdade entre O e 2, sendo possível seu crescimento nas condições impostas para

a cultura FW1. Não há evidências de que D. reducens esteja envolvida no processo corrosivo,

uma vez que foi isolada de sedimentos marinhos contaminados por metais pesados (TEBO e

OBRAZTSOVA, 1998).

A preferência pela utüização de malato, bem como o crescünento em alta salinidade

(2,3%), não permitiria a classificação da cultura FW1 no género Desulfotomacuïum. Contudo,

estas e outras características obtidas são similares às encontradas para a recente espécie isolada

de sistemas de produção de petróleo, Desulfotomaculum halophïlum (DSM 11559), uma espécie

mesófila, halófíla, distinta das demais encontradas no género, capaz de crescer utilizando lactato,

malato, fomüato e etanol na presença de sulfato, além de reduzir também tiossulfato e sulfito, e

incapaz de utilizar nitrato (TARDY-JACQUENOD et al., 1998). O mesmo autor afirma que a

cultura, classificada como D. haÏophilum, não foi capaz de crescer na ausência de NaCl,

contudo, não menciona as condições de cultivo a qual foi exposta.

A conclusão da semelhança entre a cultura FW1 e a espécie D. halophilicm está

relacionada com a origem de ambas. D. halophilum foi isolada de uma amostra de água

produzida durante a recuperação do petróleo, assim como a cultura FW1, a qual foi originada de

um resíduo de corrosão no ducto condutor da indústria petrolífera nacional. A constatação de

formação de biofümes pela cultura FW1, vem ao encontro das demais características que

relacionam sua atividade ao processo corrosivo.
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A Tabela 5.2 apresenta as características da cultura FW1 que conduziram a sua

classificação como similar a espécie Desulfotomaculvm halophilum. Contudo, outras

características de D. halophilum não foram determinadas para a cultura FW1. Sabe-se que essa

espécie se desenvolve bem em uma faixa de salinidade que varia de 1-14%, apresentando valor

ótüno entre 4-6%; a faixa de temperatura variou entre 30-40°C, contudo, a temperatura ótima foi

de 35°C; são capazes de fermentar o ácido pirúvico e requerem extraio de levedura para o seu

crescimento (TARDY-JACQUENOD et ai, 1998).

TABELA 5.2 - Características gerais e classificação da cultura FW1

Cultura FW1

Origem Amosü-as de resíduos de corrosão, água de rios e água produzida

Morfologia Bacilos curvos 1,2 x 0,5 pm

Reação de Gram Gram-negativos

Esperes Formadores de esporos

Desuiïoviridma Não apresenlam desulfoviridina

Salinidade Bom CTescimeato com 2,3% de NaCl

Oxidação Oxidação incompleta dos compostos orgânicos

Compostos orgânicos preferenciais Lactato e Malato na presença de sulfato

Possível classificação Desulfotomaculum halophilum

5.4.2 Cultura SW2

A cultura SW2, isolada de uma amostra de água produzida em plataforma de

petróleo, incubada por 15 dias nas condições de isolamento, foi caracterizada como bacilos

curvos pequenos (Figura 5J2), com dimensões médias de 0,9 ^un de comprimento e 0,2 ^uu de

espessura. A reação tmtorial de Gram permitiu classificá-los como Gram-negativos. Os bacilos

não foram capazes de formar esporos após a exposição à altas temperaturas e a enzima

desulfoviridina não foi constatada na cultura. Biofihnes foram detectados aderidos à superfície

dos frascos de cultivo e suspensos no meio de cultura.
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O ensaio fisiológico I da cultura SW2, foi realizado utilizando um móculo com 15

dias de incubação. As respostas fisiológicas apresentadas pela cultura SW2 após 30 dias de

mcubação, não foram acompanhadas por exames microscópicos. Na Tabela 5.3 estão os

resultados obtidos pela análise do escurecimento do meio de cultivo.

De acordo com as características fenotípicas apresentadas pela cultura SW2, pode-

se classificá-la como pertencente ao um género de BRS oxidadores completos, capazes de

utilizar sob condições marinhas, acetato como fonte de carbono e energia durante a redução do

sulfato a sulfeto. Outros compostos como lactato, etanol, formiato, malato e H2/C02 foram

utüizados igualmente pela cultura SW2.

TABELA 5.3 - Resultados do ensaio de resposta fisiológica I para a cultura SW2

Condição Resultado

Lactato + S042" +

Etanol + SÜ42' +

Formiato + 864 +

Acetato + SÜ42' +

Malato + S042" +

H2/C02+S042' +

37mM de SÜ42

40mM de composto orgânico; Hi/COa (80/20%)

+ com crescimento bacteriano - sem crescimeuto bacteriano

A capacidade de fonnar esporos exclui a possibilidade da cultura ser próxima ao

género Desulfotomaculum^ assim como a ausência de desulfoviridina exclui o agrupamento no

género Desulfovibrio. A característica halófíla da cultura (2,3% de NaCl) é muito similar ao

encontrado nos géneros Desulfobacteman e Desulfobacter, da família Desulfobacteriaceae, no

entanto, não há relatos de espécies de Desulfobacter que utÜizam lactato e malato como fonte de

carbono e energia. Sendo assim, as características obtidas com a cultura SW2, nos permite

indicar a sua proximidade ao género Desulfobacterium, apesar de morfologicamente envolverem

bacilos retos a células ovais, diferentes da morfologia obtida com a cultura SW2.
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FIGURA 5.11 BacHos curvos presentes na cultura FWl(a) sob condições não salinas; (b) e (c) sob

condições salinas; (a, b observados sob microscopia de contraste de fase, ocular 10;

objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação da foto; c, observados sob MEV).

FIGURA 5.12 Bacilos curvos presentes na cultura SW2, observados sob microscopia de contraste de

fase (ocular 10; objetíva 100; zoom de 1,25; ampliação da foto).
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E possível que os bacüos curvos pequenos, característicos da cultura SW2, estejam

relacionados a um novo tipo morfológico dentro desse género. Não há relatos de que

Desulfobacterium tenha envolvimento no processo corrosivo, porém suas espécies foram

isoladas de sedimentos marinhos. A caracterização e classificação da cultura SW2 está

apresentada na Tabela 5.4.

TABELA 5.4 - Características gerais e classificação da cultura SW2

Cultura SW2

Origem Amostra de água produzida em plataforma de petróleo

Morfologia Bacilos curvos 0,9 x 0,2 |jm

Reaçao de Gram Gram-negativos

Esporos Não formadores de esporos

Desulfoviridma Não apresentam desulfoviridina

Salinidade Isolamento sob condições marinhas (2,3% de NaCl)

Oxidação Oxidação completa dos compostos orgânicos

Compostos orgânicos preferenciais Lactato, Malato, Etanol, Formiato e Acetato na presença de sulfato

Possível classificação Desulfobacterium sp

5.4.3 Cultura FW2

As células da cultura isolada FW2, oríginaünente de uma amostra de resíduo de

corrosão, mcubadas por 20 dias em meio P.E.m nas condições de isolamento, foram

caracterizadas como bacilos curvos móveis, com dimensões médias de 1,6 pm de comprimento e

0,5 pm de espessura (Figura 5.13a), apesar de existirem alguns filamentos sésseis curtos e

longos (5.14a). Macroscopicamente, foi observado a presença de biofihnes aderidos à superfície

interna dos frascos de cultivo.

A técnica de coloração de Gram e KOH, apücados para cultivos com 20 e 35 dias

de mcubação, não revelaram-se adequadas para auxiliar na caracterização celular pois não

apresentaram resultados definidos. As células da cultura FW2, proveniente dos cultivos descritos

acima, foram mcapazes de formar esporos após o aumento gradual de temperatura. Em contato
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com uma solução alcalina, colorações avermelhadas foram observadas em ambos os cultivos,

características de resultado desulfoviridma positivo.

Utilizando um üióculo com 20 dias de mcubação miciou-se o ensaio de resposta

fisiológica I, cujos resultados estão apresentados na Tabela 5.5. Na condição de isolamento, ou

seja, em meio P.E.m preparado com água Milli-Q, a melhor resposta de crescimento ocorreu na

presença de malato de sódio (40mM) e sulfato (lOmM). Os substratos lactato de sódio e Hz/COz

proporcionaram pouco crescimento, enquanto que em acetato de sódio e formiato de sódio o

crescimento não foi constatado. A incapacidade de utilizar acetato como fonte de carbono e

energia indica que a cultura FW2 pertence a um género de BRS do grupo oxidador incompleto.

A morfologia da cultura FW2, cultwada em malato de sódio, está apresentada na Figura 5.l3b.

Esta cultura apresentou bom crescimento quando cultivada em meio P.E.m com água do mar

sintética. Biofílme também foi formado nesta condição.

TABELA 5.5 - Resultados do ensaio de resposta fisiológica I para a cultura FW2

Condição

Lactato + S042'

Etanol + SÜ42

Formiato + SÜ4

Acetato + SÜ42

Malato + SÜ42

H2/CÜ2+S042

Condição marinha
Lactato + SÜ42

Resultado

+

+/-

+

+/-

+

Observação

Presença de poucos bacilos curvos e
poucos filamentos

Não houve crescimento bacteriano

Não houve crescimento bacteriano

Raras células

Presença de bacilos curvos, bacüos
com a extremidade afilada, mais
concentrado do que a condição lactato

Raros bacilos curvos

Muitos bacilos curvos, às vezes aos
pares

lOmM de SÜ4 , exceto condição marinlia 37mM

40mM composto orgânico; ÏÍi/C02 (80/20%)

+ com crescimento bacteriano - sem crescimeuto bacteriaao +/- pouco crescunento
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FIGURA 5.13 Diferenças morfológicas apresentadas pela cultura FW2, (a) cultivo sob condições

não salinas em lactato, (b) cultivos sob condições não salinas cm malato, (c) cultivo

sob condições salinas em lactato, (d) cultivo sob condições salinas em sutfito, (e)

cultivo sob condições salinas em tiossulfato, (f) cultivo sob condições salinas em

27mM de sulfato. Microscopia de contraste de fase (ocular 10; objetiva 100; zoom de

1,25; ampliação da foto)
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FIGURA 5.14 Diferença na morfologia celular verificada na cultura FW2, durante os cultivos na

presença de sulfato e lactato; (a) cultivo em condições não salinas; (b) cultivo em

condições salinas; (MEV).
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A cultura FW2, após o cultivo por 27 dias em meio P.E.m em água do mar sintética,

não apresentou filamentos, somente bacilos curvos com dimensões médias de 2,0 ^m de

comprimento e 0,5 pm de largura (Figuras 5.13c e 5.14b) foram vistos. O resultado da coloração

de Gram, esporos e desulfoviridina foram os mesmos obtidos na condição não salina

apresentados anteriormente.

Apesar de ter sido originada de resíduo de corrosão em oleodutos nos quais,

provavelmente, utiliza-se fluxo de água de rios, a cultura FW2 apresentou bom crescimento sob

condições salinas (2,3% de NaCl), podendo caracterizá-la como halotolerante ou levemente

halófila.

O ensaio de resposta fisiológica R, que empregou a medida de concentração celular,

foi realizado na condição de isolamento e em condições salinas, incubados a 30°C por 20 dias

sob agitação constante de 175 rpm.

Na condição de isolamento (não salina), o ensaio iniciou-se com, aproximadamente,

10 mgSAB/L de inóculo, padronizado para as demais condições estudadas. Os valores médios

obtidos nas diferentes fontes de carbono (desvios padrão inferiores a 10%) estão apresentados na

Tabela 5.6, e indicaram, como constatado no ensaio de resposta fisiológica I, a preferência na

utilização de malato (40mM), apresentando um valor médio de, aproximadamente, 115 mg

SAB/L, valor este superior a segunda melhor condição lactato de sódio (20mM) com cerca de

94 mgSAB/L. Células pequenas e pouco crescimento ocorreu em etanol e formiato de sódio, 47

e 32 mgSAB/L, respectivamente. O valor médio obtido em acetato de sódio foi muito próximo

ao obtido na condição controle (sem fonte de carbono), 19 e 18 mgSAB/L, respectivamente,

indicando a incapacidade da cultura em utilizar este substrato. No entanto, o singelo aumento da

concentração de proteína destas últimas condições, quando comparado ao valor do móculo

inicial (-10 mgSAB/L), pode ser explicada pela utüização do substrato residual, do cultivo que

antecedeu o ensaio, introduzido juntamente com o inóculo.

Cabe informar que, os cultivos que antecederam a realização deste ensaio foram

incubados com 40 mM de malato, e por isso esta concentração foi mantida. A concentração

aplicada aos demais substratos orgânicos foram menores (20mM), a fim de evitar o
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comprometimento do crescimento por altas concentrações de substrato. Isto posto, é possível que

o valor médio de proteína total obtido para a condição malato de sódio (-115 mgSAB/L) maior

que para as demais condições, seja em virtude da concentração aplicada. Usuahnente, são

empregados concentrações de substratos orgânicos de 10 ou 20mM para lOmM de sulfato

(LAANBROEK e PFENNIG, 1981; DALSGAARD e BAK, 1994).

TABELA 5.6 - Respostas de crescimento da cultura FW2 sob condições não salinas. Conteúdo

inicial de proteína igual a 10,12 mgSAB/L

CONDIÇÃO

Substratos orgânicos

Malato (40mM))

Lactato (20mM)

Etanol (20mM)

Formiato (2QmM)

Acetato (20mM)

Sem fonte de carbono

Malato (40mM) a 55°C

Substratos inorgânicos

Sulfato (lOmM)

Tiossulfato (lOmM)

Sulfito (lOmM)

Sem aceptor final

Nitrato (lOmM)

CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL (mgSAB/L)

Frascol

113,30

91,73

45,19

31,03

17,54

16,19

18,89

113,30

105,89

53,96

16,19

12,82

Frasco2

116,0

95,62

49,24

32,38

20,24

18,89

20,24

116,0

107,9

55,31

17,54

14,85

Média

114,65

93,67

47,21

31,70

18,89

17,54

19,56

114,65

106,89

54,63

16,86

13,83

Desvio padrão

±1,35

±1,94

±2,02

±0,66

±1,35

±1,35

±0,67

±1,35

±1,00

±0,67

±0,67

±1,00

na presença de 10 mM de sulfato
na presença de 40 mM de malato

Os resultados médios do crescimento celular (desvios padrão inferiores a 10%) da

cultura FW2, obtidos nos testes com outros aceptores finais de elétrons sob condições não

salinas, em meio contendo 40mM de malato de sódio e após 20 dias de mcubação, estão também

relacionados na Tabela 5.6. O valor médio final de proteína em meio com tiossulfato, 106,89
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mgSAB/L, foi bastante próximo ao encontrado em meio de cultivo contendo o íon sulfato como

aceptor fmal de eléürons, da ordem de 114,69 mgSAB/L. Em meio contendo sulfíto, o cultivo

celular apresentou em média 54,63 mgSAB/L, cerca da metade da proteína final determinada

para os meios com o tiossulfato ou sulfato. Considerando que o valor inicial de proteína foi cerca

de 10 mgSAB/L, foram babcos os valores médios de proteína final determinados para o meio de

cultivo com nitrato e o controle (sem aceptor final de elétrons).

Os frascos para o teste das fontes orgânicas e aceptores finais de elétrons

preferenciais das células FW2, sob condições salinas, foram todos moculados com uma massa

celular contendo aproximadamente 22 mgSAB/L. Os valores médios finais de proteína (desvio

padrão, em sua maioria, mferior a 10%), após 20 dias de mcubação foram de 79,49; 52,48;

33,85; 32,39 mgSAB/L para meios contendo malato de sódio, lactato de sódio, formiato de sódio

e etanol, respectivamente (Tabela 5.7). O frasco controle não apresentou crescimento celular,

como verificado pela quantidade de proteína determinada e ligeiramente inferior a quantidade

inoculada, 15,24 mgSAB/L. A preferência pelo substrato orgânico não diferiu daquela verificada

sob condições de isolamento (não salina), ou seja, as células de BRS FW2 se desenvolveram

bem em malato de sódio, seguido pelo lactato de sódio. A quantidade de sulfato de sódio no

meio, em todas as condições discutidas acima, foi igual àquela em geral encontrada na água do

mar, 37 mM.

A razão pela qual utüizou-se 40mM de lactato de sódio e 20mM para os demais

compostos, foi a mesma discutida no ensaio sob condições não salmas. Contudo, o valor de

proteína foi maior no substrato com concentração menor, no caso do malato de sódio (20mM),

cujo valor médio foi de 79,49 mgSAB/L, superior à condição lactato de sódio (40mM), com

valor médio de 52,48 mgSAB/L.

Os valores médios de proteína final total (desvio padrão, em sua maioria, iaferior a

10%) resultantes dos ensaios com a cultura FW2 cultivada em diferentes aceptores de elétrons

sob condições salinas, com 27mM de sulfato e 40mM de lactato como fonte de carbono, estão

apresentados na Tabela 5.7. A interpretação dos resultados desse teste deve levar em conta que,

devido a não retirada do sulfato da água do mar sintética, gerahnente encontrado em

concentrações elevadas em ambiente marinho, é provável que o crescünento celular deva-se

apenas a presença desse íon.
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Pode-se inferir que os resultados encontrados revelaram que a cultura FW2 cresceu

na presença de todos os compostos morgânicos testados, no entanto, a ocorrência de alterações

morfológicas foi evidenciada nos cultivos com sulfíto e tíssulfato, como pode ser visto nas

Figuras 5.13d e 5.13e, contudo, não é possível afirmar sobre um possível efeito negativo às

células pela presença desses dois compostos morgânicos. A Tabela 5.7 mostra que o cultivo em

sulfato nas duas concentrações, 27 e 37 mM não resultou em diferentes quantidades de proteína

total, porém microscopicamente as células foram maiores a 27 mM de sulfato. Os exames

microscópicos foram realizados após 20 dias de mcubação.

Não se sabe ao certo qual a razão das células cultivadas em 27 mM de sulfato serem

morfologicamente maiores (Figura 5.13Í) daquelas cultivadas em meio contendo 37mM de

sulfato (Figura 5.13c). A redução na concentração da ordem de IGmM de sulfato favoreceu, sob

o ponto de vista morfológico, o crescünento da cultura FW2.

Fmaünente, em relação aos testes da cultura FW2 realizados com diferentes

aceptores fínais de elétons, pode-se aíinnar que sob condições não salinas a preferência das

células foi pêlos compostos inorgânicos sulfato e tiossulfato, na presença do malato de sódio.

Essa característica auxilia na classificação da cultura, assim como a resposta negativa de

crescimento em nitrato. Os resultados do cultivo sob condições salinas, nesse caso, não seriam

relevantes, considerando-se a origem da amostra, bem como a não retirada do sulfato do meio

durante os experimentos.

A cultura quando cultivada em lactato de sódio (40mM) e sulfato (lOmM), com um

móculo inicial de, aproximadamente 10 mgSAB/L, sob temperatura de 55°C, apresentou um

valor médio de proteína celular cerca de 20 mgSAB/L, relativamente inferior ao obtido com o

cultivo a 30°C, (--115 mgSAB/L), mdicando a preferência por temperaturas mesófilas. Sob

condições marinhas, e com um valor inicial de 21 mgSAB/L, a cultura FW2 também se

desenvolveu melhor sob temperatura mesófílas, apresentado valores médios cerca de 60

mgSAB/L a 30°C e de 21,44 mgSAB/L a 55°C.
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TABELA 5.7 - Respostas de crescimento da cultura FW2 sob condições salinas. Conteúdo inicial de

proteína igual a 21,81 mgSAB/L

CONDIÇÃO

Substratos orgânicos

Malato (2QmM)

Lactato (40mM)

Formiato (20mM)

Etanol (20mM)

Acetato (20mM)

Sem fonte de carbono

Lactato (40mM) a 55°C

Substratos inorgânicos

Nitrato (IQmM)

Sulfato

Tiossulfato (lOmM)

Sulfato (a)

Sulfito (lOmM)

Com FeCl2

Sem FeCl2

CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL (mgSAB/L)

Frascol

75,11

51,75

32,03

29,11

18,16

14,51

18,16

66,77

66,35

54,63

51,75

47,22

66,35

10,13

Frasco2

83,87

53,21

35,68

35,68

20,35

15,97

24,73

71,50

69,27

60,03

53,21

55,31

69,27

12,32

Média

79,49

52,4S

33,85

32,39

19,25

15,24

21,44

69,13

67,81

57,33

52,48

51,26

67,81

11,22

Desvio padrão

±4,38

±0,72

±1,82

±3,28

±1,10

±0,72

±3,28

±2,36

±1,46

±2,70

±0,72

±4,04

±1,46

±1,10

na presença de 10 mM de sulfato

aa presença de 40 mM de malato e 27mM de sulfato; exceto em (a) 37 mM de sulfato

Sabe-se que o ferro é um constituinte indispensável para a formação de algumas

enzimas, como as hidrogenases, e que sua ausâicia poderia provocar baixos valores de

crescimento. Os estudos sobre a influência do íon ferro no crescimento celular foram realizados

sob condições salinas, na concentração de 1,8 mM de cloreto ferroso, com valor proteína micial

da ordem de 21 mgSAB/L. Revelaram que o conteúdo médio (desvio padrão inferior a 10%)

final de proteína foi de aproximadamente 11,22 e 67,81 mgSAB/L, respectivamente na ausência

e na presença do composto (Tabela 5.7). Estes valores mostram que o crescimento celular na

presença de 27 mM de sulfato e 40 mM de lactato de sódio foi afetado pela ausência do cloreto

ferroso, havendo diminuição na quantidade de proteína no final do tempo de incubação, 20 dias,

quando o ferro fo suprimido do meio.
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Após os constantes exames microscópicos foi possível inferir que alguns formatos

celulares encontrado, iniciahnente relacionados como contarainantes da cultura, eram alterações

da morfologia dos bacüos curvos, provavelmente como resposta a alguma condição não ideal de

crescimento. O existência de pleomorfismo nas condições de isolamento pode ser explicado pela

babca concentração de íons essenciais como Na+, Ca , CF, e Mg (1,28; 0,53; 1,27 e 0,22 g/L,

respectivamente), presentes em maior quantidade na água do mar sintética (11,94; 1,06; 18 e

1,50 g/L, respectivamente).

A importância de alguns sais para as BRS pode ser exemplificada pela atividade da

enzmia malato desidrogenase dependente de cátions divalentes Mn2+ ou Mg , bem como é

estimulada por íons K (KREMER et al., 1992). No entanto, as condições de cultivo em água do

mar aumentam em muito a presença desses íons, indicando que a atividade enzimática da FW2

pode não apenas ter sido estimulada, mas adequada às suas melhores condições. Outra

fundamental importância de certos íons relaciona-se ao transporte de sulfato. Sabe-se que

culturas em meio com alta concentração de sulfato realizam, importação de sulfato utilizando 2

íons NaT (HANSEN, 1994), enquanto que sob babías concentrações, a importação é realizada

pela presença de 3 prótons (WEDDEL e HANSEN, 1992; HANSEN, 1994).

O pleomorfísmo é considerado um aspecto comum das BRS, como observado nos

géneros oxidadores mcompletos Desulfovibrio e Desulfotomaculum (WíDDEL e PFENNIG,

1984). Muitas vezes, é relacionado ao acúmulo de HsS no meio ou mesmo por altas

concentrações de compostos doadores de elétrons ou de sais minerais (POSTGATE, 1979;

PFENNIG e WIDDEL, 1981). Estequiometricamente, a relação lactato/sulfato ideal para o

crescimento de BRS é de 0,6 (observada plea reação apresentada na Tabela 3.6), e uma possível

causa do pleomorfísmo da cultura FW2, poderia ser também relacionada a relação empregada

nas condições de isolamento. A concentração do doador de elârons foi utilizada em excesso na

condição de isolamento não salina em relação ao sulfato (aceptor de elétrons), ou seja, de valor

igual a 4, diferentemente da condição salina que foi aproximadamente l.

Para fíns de classificação, as características fenotípicas como a morfologia de

bacilos curvos e a existência da desulfoviridina, apresentadas pela cultura FW2, sugerem a sua

inclusão no género Desulfovibrio. As sulfato redutoras desulfoviridina positiva não pertencentes

ao género Desulfovibrio são espécies de Desulfococcus, Desulfomonile sp, Desulfonema limicola
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(WIDDEL e HANSEN, 1992) e Desulfomonas sp. No entanto as demais características como

morfologia e motilidade da cultura FW2, suportaram a sua classificação no género

Desulfovibrio.

Os resultados não conclusivos das células FW2 submetidas ao método de coloração

de Oram podem ser comuns. POSTGATE (1979) e WIDDEL (1988) relataram que o género

Desulfotomaculum^ formador de esporos e com crescimento celular a 55 C, também não

apresenta resposta a essa técnica de coloração celular. As principais característica que

distanciaram a cultura FW2 do género Desulfotomaculum foram: presença de desulfovirídina,

não formação de esporos e lento crescimento a 55°C.

A boa resposta sob condições salinas, salmidade de 2,3%, permite classificar a

cultura FW2 como halófila (OLLWIER et al., 1994). Contudo, a cultura FW2 também é capaz

de crescer em meio equivalente a água doce (salinidade de 0,2%). Neste sentido, as espécies de

Desuïfovibrio que mais se aproximam da cultura isolada são. D. desulfwicans, D. saïexigens, D.

halophiltis e D. gigcmteus. Segundo PANKHURST (1971), D. cíesuljwicans e D. vulgaris se

adaptam rapidamente na ausência e na presença de NaCl, exceto Desulfovibrio desulfuricans

subsp aestv.arii que não cresce em meio com água destilada (LAANBROEK e PFENNIG, 1981).

No que ser refere aos substratos orgânicos, a preferência por malato e lactato

reforçam a proximidade da cultura FW2 com as espécies D. desulfuricans e D. salexigens,

contudo, a utilização de tiossulfato e sulfito sugere a inclusão da cultura FW2 na espécie D.

desulfuriccms. Não há referências literárias que confirmem que D. salexigens pode utilizar outros

compostos inorgânicos como aceptor final de elétrons.

Além das características morfológicas e fisiológicas que assemelham a cultura FW2

à espécie Desulfovibrio desulfuricans, o isolamento a partir de resíduos de corrosão indica o seu

envolvimento no processo corrosivo, assim como relatado na literatura por OKABE et al.

(1992), LEE e CHARACKLIS (1993) e FONSECA et cd. (1996), para esta espécie. A

capacidade de formar biofílmes reforçam ainda mais a sua participação na corrosão.
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A Tabela 5.8 reúne as características da cultura FW2, bem como apresenta a sua

classificação entre as BRS conhecidas.

TABELA 5.8 - Características gerais e classificação da cultura FW2

Cultura

Origem

Morfologia

Reação de Gram

Esporos

Desulfoviridina

Crescimento a 55°C

Salinidade

Oxidação

Compostos orgânicos preferenciais

Outros compostos aceptores finais de elétrons

Possível classificação

FW2

Amostra de resíduo de corrosão

Bacüos curvos 1,6 x 0,5 ym

Variável

Não formadores de esporos

Apresentara desulfovíridina

Ausente

Bom crecimeato a 2,3% de NaCl

Oxidação incompleta dos compostos orgânicos

Malato e Lactato na presença de sulfato

TíossuljEáto e Sulfíto

Desulfavibrio desulfuricans

5.4.4 Cultura SW1

A cultura SW1, isolada de amostra de água do mar produzida em plataforma de

petróleo, apresentou bacilos curvos móveis, com aproximadamente 2,5 jnm de comprimento e

0,4 }im de diâmetro (Figura 5.15). Os resultados da coloração de Gram e KOH confínxiam a

cultura como pertencentes ao grupo dos microrganismos Gram-negativos. Observações

microscópicas não evidenciaram esporos após a exposição da cultura a um gradual aumento de

temperatura. O contato das células com a solução alcalina NaOH revelou, sob microscopia

comum, a presença da bisulfíto redutase desulfoviridina, devido à reação desta solução com o

pigmento da enzima, produzindo uma coloração avermelhada. Essas características foram

obtidas a partir de um cultivo de 15 dias de mcubação.
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Foi observado durante os cultivos da cultura SW1, a formação de biofilmes

aderidos à superfície interna dos frascos de cultivo. O isolamento sob condições marinhas, com

2,3% de salmidade, permite classificá-la como uma espécie halófila.

Na Tabela 5.9 são apresentados os resultados de crescimento celular da cultura

SW1, ensaio I, nos quais foi utilizado como móculo uma cultura mantida a 37 dias de

mcubação, em meio P.E.m. O melhor crescimento ocorreu em lactato de sódio (40mM) e malato

de sódio (40mM), ambos com 37mM de sulfato. Em etanol (40mM), formiato de sódio (40mM)

e sob atmosfera de H2/CCÏ2 (80/20%) a massa celular foi menor quando comparada com as

condições lactato e malato de sódio. Esta cultura não apresentou crescimento em acetato de

sódio.

O ensaio II sobre as condições de crescimento da cultura SW1 foi iniciado com um

móculo aproximadamente a 12 mgSAB/L. As respostas fisiológicas da cultura SW1 em relação

aos compostos orgânicos utilizados como fonte de carbono e energia foi a mesma obtida no

ensaio I, ou seja, melhor crescimento ocorreu na condição com lactato de sódio (40mM), cujo

valor médio de proteína celular foi de 92 mgSAB/L (desvio padrão inferior a 2%), seguida pelo

crescimento em malato de sódio (20mM), com em média 81 mgSAB/L (desvio padrão mferior a

3%). p cultivo em formiato de sódio resultou no valor médio de 42,82 mgSAB/L (desvio padrão

inferior a 6%). O valor absoluto do crescimento em etauol foi aproximadamente 27 mgSAB/L,

revelando baixo crescimento celular. A cultura foi incapaz de crescer em acetato de sódio eeflfe

fonte de carbono e energia, indicando um possível género do grupo das BRS oxidadoras

mcoapletas. Estes resultados estão demonstrados na Tabela 5.10.
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FIGURA 5.15 Bacilos curvos presentes na cultura SW1, observados sob (a) microscopia de

contraste de fase (ocular 10; objctíva 100; zoom de 1,25; ampliação da foto) e (b)

MEV.

ïr:ïS^S?ïi%^'ë>Í^S?:í?5Ï

FIGURA 5.16 Diferença morfológica apresentada pela cultura SW1; (a) tiossulfàto e (b) sulfito,

ambos na presença de 27 mM' de sulfato c) e d) formação de um filamento na

ausência de ferro; todas observadas sob microscopia de contraste de fase (ocular 10;

objetiva 100; zoom de 1,25; ampliação da foto)



115

TABELA 5.9 - Resultados do ensaio de resposta fisiológica I para a cultura SW1

Condição Resultado Observação

Lactato + SO^'

Etanol + SÜ42

Formiato + SÜ42

Acetato + SÜ4

Malato + SÜ42

ÏÍ2/C02 + SÜ42

+ Bacilos curvos, as vezes aos pares,

numerosos, com movimento serpeatiforme

+ Bacilos curvos com movimento
serpeütifonne porém em menor número,
presença de bacilos curvos menores

+ Morfologia semelhante ao encontrado em
etanol, porán ainda mais escassa

Não houve crescimento bacteriano, após 8
dias o meio estava oxidado

+ Morfologia semelhante ao enconti^do noa
condição Lactato, mesma concentração de
células

+ Bacílos curvos com movimento
serpentiforme, alguns come estrutura
brilhante mtema, baixa concentração
celular

37mM de SO^

40Mm de composto orgânico;

+ com crescimento bacteriano

HZ/CO; (80/20%)

- sem crescimento bacteriaao

A Tabela 5.10 mostra também que o crescimento celular ocorreu em todos os

acqrtores de elétrons, nitrato, sulfito, tiossulfato de sódio, bem como em sulfato de sódio nas

duas concentrações estudadas (27 e 37 mM). Os valores médios (desvio padrão inferior a 5%)

foram de 99,14 mgSAB/L para nitrato, 97,79 mgSAB/L para sulfíto, 92,40 mgSAB/L para

sulfato (37mM), 96,45 mgSAB/L para sulfato (27mM) e 81,61 mgSAB/L para tiossulfato, após

20 dias de incubação. Exames microscópicos revelaram que na presença de tiossulfato e sulfíto

nos meios de cultivo, aumento no tamanho das células, como pode ser visto nas Figuras 5.16a,

5.16b. Apesar da capacidade oxidante do nitrato, não houve alteração morfológica nessa

condição, os valores de proteína fínal total indicaram que em nitrato o crescimento da cultura foi

ligeiramente maior.
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Contudo, este ensaio foi realizado na presença de 27 mM de sulfato, quantidade

constituinte da água do mar sintética. Com isso, a sua interpretação deve levar em conta a

possibilidade do crescünento nos diferentes compostos inorgânicos, ter ocorrido pela utilização

do sulfato presente no meio. As respostas obtidas nos diferentes compostos inorgânicos pode ter

ocorrido em função do uso do sulfato.

Foi observado que o valor médio de proteína celular em condição de ausência de

ferro, 45,19 mgSAB/L (desvio padrão inferior a 10%) foi baixo em relação ao meio contendo 1,8

mM de cloreto ferroso, cujo valor médio foi de 96,45 mgSAB/L (desvio padrão inferior a 5%,

como pode ser observado ïia Tabela 5.10. Além de apresentar uma baixa concenü-ação de

células, o que correspondeu a 53% de decréscimo do crescimento na ausência de ferro, foram

observadas alterações morfológicas nessa condição. Exames microscópicos revelaram que os

filamentos formados nesta condição miciam-se como associações de bacilos cmvos até

constituirem uma cadeia única, como pode ser visto na Figura 5.16c e 5.16d. De fato, espécies

de Desulfovibrio são sensíveis à limitação de ferro (POSTGATE, 1979), uma vez que este íon é

um constitumte indispensável de algumas enzimas.

As respostas obtidas nas duas concentrações de sulfato mdicam que o crescimento

desta cultura mdq)ende da concentração de sulfato, já que os valores de proteína, bem como a

morfologia, foram similares tanto a 27mM quanto a 37mM. SMITH e KLUG (1981b) comentam

que, em ambiente marinhos naturais com concentrações de sulfato acima de lOmM, as taxas de

redução de sulfato são independentes da sua concentração.

Comparando-se as respostas de crescimento da cultura SW1 cultivada sob

temperatura de 55°C e 30°C, foi possível inferir que trata-se de uma cultura mesofílica. O valor

médio de protema total a 55°C foi de 19,21 mgSAB/L, enquanto que a 30°C foi de 83,63

mgSAB/L, ambos partindo de um valor inicial médio de proteína de 12,15 mgSAB/L.

Através dos resultados dos exames microscópicos, foi possível indicar a cultura

SW1 como pertencente ao género Desulfovibrio (POSTGATE, 1979; WTODEL e PFENNIG,

1984; WIDDEL e BAK, 1992). A morfologia de bacilo curvo, motilidade e presença de

desulfovü-idma permitiram diferenciar esta cultura dos géneros Desulfomonas, Desulfobacter,
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Desulfococciís, Desulfobulbns e Desulfosarcina, enquanto que a não resistência ao calor,

diferenciar do género Desulfotomaculum (WIDDEL e PFENNIG, 1984).

TABELA 5.10 - Respostas de crescimento da cultura SW1, cultivada na condição de isolamento

(sob condições salinas). Conteúdo inicial de proteína igual a 12,15 mgSAB/L

CONDIÇÃO

Substratos orgânicos

Lactato (40mM))

Malato (20mM)

Formiato (20mM)

Etanol (2QmM)

Acetato (20mM)

Lactato (40mM) 55°C

Substratos inorgânicos

Nitrato (lOmM)

Sulfito (lOmM)

Sulfato

Sulfato (a)

Tiossulfato (lOmM)

Com FeCl2

Sem FeCls

CONCENTRAÇÃO DE

Frascol

91,05

79,59

41,15

24,96

11,47

17,52

97,80

96,45

93,75

91,05

80,26

93,75

42,50

Frasco2

93,75

82,96

44,52

26,98

12,82

20,91

100,49

99,14

99,15

93,75

82,96

99,15

47,89

PROTEJGNA TOTAL (mgSAB/L)

Média

92,40

81,27

42,82

25,97

12,14

19,21

99,14

97,79

96,45

92,40

81,61

96,45

45,19

Desvio padrão

±1,35

±1,69

±1,70

±1,01

±0,68

±1,69

±1,35

±1,35

±2,70

±1,35

±1,35

±2,7

±2,7

•na. presença de 37 mm de sulfato

na presença de 40mM de lactato e 27 mM de sulfato; exceto em (a) 37 mM de sulfato

As respostas fisiológicas apresentadas pela cultura SW1, referente à fonte de

carbono utüizada, não deixam dúvidas quanto a sua classificação dentro do género

Desulfovibrio., principaünente pela preferência no uso de lactato e malato, excelentes substrados

para o cultivo deste género; bem como pela incapacidade de crescer em acetato de sódio

(WBDDEL e BAK, 1992) e lento crescimento em etanol (POSTGATE, 1979; HANSEN, 1994).
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Estas respostas, em adição ao crescimento com 2,3% de NaCl, permitiram indicar a

proximidade da cultura SW1 com as espécies D. salexigens e D. desulfuricans subsp. aestuarii.

Além disso, há evidências de que estas duas espécies estejam relacionadas ao processo

corrosivo, principalmente na presença de água do mar (CZECHOWSKI et al., 1990; OKABE et

al., 1992; LEE e CHARACKLIS, 1993; FONSECA et al., 1996).

Desulfovibrio desulfuricans pode utilizar sulfito e tiossulfato. A redução do nitrato

à amônia por Desulfovibrio (íesulfuriccms, segundo STEENKAMP e PECK apud McCREADY

et al. (1983) só ocorre se sulfato esta presente em babcas concentrações; na ausência de sulfato

ou mesmo em concentrações maiores que 35 mM não há redução de nitrato, o que pode ter

ocorrido com a cultura SW1.

A Tabela 5.11 apresenta as características da cultura isolada SW1 as quais

mdicaram a sua proximidade das espécies Desulfovibrio desulfuricans e Desulfovibrio

salexigens.

TABELA 5.11 - Características gerais e classificação da cultura SW1

Cultura SW1

Origem Amostra de água do mar produzida em plataforma de petróleo

Morfologia Bacilos curvos 2,5 x 0,4 pm

Reação de Gram Gram-negativos

Esporos Não formadores de esporos

Desulfoviridina Apresentam desulfoviridina

Crescimento a 55°C Ausente

Salinidade Isolamento sob condições marinhas (2,3% de NaCl)

Oxidação Oxidação incompleta dos compostos orgânicos

Compostos orgânicos preferenciais Lactato e Malato na presença de sulfato

Possível classificação Desulfovibrio desvlfuricans ou Desulfovibrio salexigens
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5.5. AVALIAÇÃO DA CINÉTICA DE CRESCIMENTO DA CULTURA SW1

SOB CONDIÇÕES SAUNAS

Foram realizados ensaios de crescimento com a cultura isolada SW1, identificada

neste trabalho como uma linhagem do género Desulfovibrío. O acompanhamento do crescimento

foi feito através de análises periódicas de proteínas, sulfatas, sulfetos, ácidos láctico e acético,

em um período de 23 dias.

Os parâmetros para avaliação do crescimento celular foram escolhidos com base no

metabolismo das BRS pertencentes ao género Desulfovibrio, uma vez que a cultura SW1 foi

previamente classificada no referido género. O lactato de sódio é a fonte de carbono oxidada a

acetato, uma vez que trata-se de um género de BRS oxidador incompleto, e o sulfato é utilizado

como acqptor preferencial de elétrons durante a redução desassünilativa do íon sulfato a sulfeto.

A determinação de proteína foi escolhida como método analítico do crescimento da massa

bacteriana.

O inóculo da cultura SW1 foi previamente cultivado nas mesmas condições do

ensaio de crescünento, com 20 dias de incubação. As alíquotas a serem inoculadas foram

retiradas do meio nesse período, pois, supôs-se que a cultura encontrava-se na fase exponencial

de crescimento. O meio inoculado com amostras na fase exponencial pode reduzir ou evitar o

período de adaptação (fase lag) da cultura. As amostras foram centrifügadas e ressuspensas em

solução salina (0,9% de solução fisiológica). Este procedimento foi similar ao aplicado por

VARESCHE (1995) e SONNE-HANSEN et al. (1999).

Os ensaios foram realizados em duplicata, com agitação de 200 rpm e sem agitação,

a 30°C. Os valores de pmax foram determmados a partir do coeficiente angular da reta

equivalente a fase exponencial de crescünento, obtida pela determinação do /n da concentração

de proteína em função do tempo. Os valores de tempo de geração foram obtidos pela equação

3.1. As velocidades de consumo de substrato orgânico (ácido láctico) e do acqrtor final de

elétrons (sulfato), bem como da produção de sulfeto e ácido acético, foram obtidas a partir da

divisão das velocidades pela concentração de proteína nos tempos correspondentes.
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5.5.1 Valores de velocidade específica máxima de crescimento e tempo de

geração da cultura SW1

A Tabela 5.12 apresenta os valores médios das concentrações de proteína total nos

frascos mcubados sem agitação. A curva de crescimento está apresentada na Figura 5.17. Os

dados mostram que o ensaio partiu com um valor médio de inóculo de 5,41 mgSAB/L, atingindo

37,75 mgSAB/L ao final do experimento. O intervalo considerado como a fase exponencial de

crescimento foi de 4 a 18 dias, e o valor de pmax calculado foi de 0,13 d , com o Tg igual a 5,33

d.

A Tabela 5.13 apresenta os valores médios de proteína total obtidos com os frascos

mcubados sob agitação. O valor médio de proteína que correspondeu ao inóculo micial foi de

5,08 mgSAB/L, atingindo 45,7 mgSAB/L após o período de mcubação. O valor de j^max foi de

0,28 d e o Tg foi 2,47 d, determinados na fase exponencial considerada no intervalo entre 2 e 8

dias. A curva de crescimento está apresentada na Figura 5.18.

Pela anáUse das curvas de crescimento observa-se que os frascos sem agitação

apresentaram uma maior fase de adaptação em relação ao ensaio realizado com agitação dos

frascos. A fase exponencial dos ensaios sob agitação ocorreu em intervalo de tempo menor,

porém, ao final do ensaio os valores de proteína total em ambos os cultivos foram semelhantes.

Observa-se que a agitação contribuiu para acelerar a fase exponencial de crescimento. A

agitação resultou em um aumento de aproximadamente 20% na concentração final de proteína

em relação ao ensaio sem agitação.

Ao comparar-se os valores de f^max e Tg obtidos com os valores apresentados na

Tabela 3.8, observa-se que a cultura SW1 é bem mais lenta que as demais BRS descritas na

üteratura, contudo esta comparação deve considerar as condições de cultivo para cada estudo.

Dentre as espécies de Desulfovibrio apresentadas na Tabela, apenas duas culturas de D.

desulfuricans (OKABE et al., 1992) foram cultivadas com lactato e sulfato, sob temperatura

mesófíla, mas em sistema contínuo. Nestas condições apresentaram valores de Hmax entre 0,35-

0,55 h , o que correspondeu a 8,4-13,2 d . Esses valores indicam que as duas culturas cresceram

muito mais rápido que a cultura SW1, estudada neste trabalho (0,13-0,28 d ).
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TABELA 5.12 - Valores da concentração de proteína total (mgSAB/L) em função do

tempo, durante o crescimento da cultura SW1 cultivada sem agitação

Tempo

(â)

o

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de

Proteína total

(mgSAB/L)

Frasco l

5,08

5,74

7,06

11,02

14,98

34,12

32,80

34,78

Concentração de

Proteína total

(mgSAB/L)

Frasco 2

5,74

7,38

13,0

18,28

26,20

30,15

40,72

Concentração de

protema total

média (mgSAB/L)

5,41

6,56

10,0

14,56

20,6

34,1

31,5

37,75

Desvio padrão

±0,30

±0,82

±2,95

±3,63

±5,62

±1,32

±4,20
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FIGURA 5.17 Curvas de crescimento em escala logarítmica da cultura SW1, pertencente ao género

Desulfovibrio^ cultivada sem agitação (a) curvas obtidas para cada réplica; (b) curva

média das réplicas; a fase exponencial da qual foi obtido o coeficiente linear da reta

sítuou-se entre t= 4 e t= 18 dias.
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TABELA 5.13 - Valores da concentração de proteína total (mgSAB/L) em função do tempo,

durante o crescimento da cultura SW1 cultivada sob agitação (200 rpm)

Tempo

(d)

o

2

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de

Proteína total

(mgSAB/L)

Frasco l

4.42

5,74

20.92

32,14

34,78

40,72

42,03

40,72

46,0

Concentração de

Proteína total

(mgSAB/L)

Frasco 2

5,74

9,04

31,48

33,46

37,42

43,35

45,33

Concentração de

proteína total

média (mgSAB/L)

5,08

5,74

14,98

31,81

34,12

39,07

42,69

40,72

45,66

Desvio padrão

±0,6

±5,94

±0,33

±0,66

±1,65

±0,66

±0,33
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FIGURA 5.18 Curvas de crescimento em escala logarítaüca da cultura SW1, pertencente ao género

DesuÍfovíbrío, cultivada sob agitação (a) curvas obtidas para cada réplica; (b) curva

média das réplicas; a fase exponencial da qual foi obtido o coeficiente linear da reta

situou-se entre t=2 e t= S dias*
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Velocidades maiores foram também verificadas para uma cultura de Desulfovibrio

desulfuricans cultivada em sistema descontínuo com sulfato. Hz e acetato de sódio (acetato

apenas como fonte de carbono). O valor do jLimax foi de 0,06 h (1,44 d ), sendo que a biomassa

foi calculada pela técnica do carbono marcado. REIS et at (1992) detennmaram que

Desulfovibrio sp cultivada com 50 g/L de lactato de sódio e 20-26 g/L de sulfato de potássio, em

pH 6,6 e sob agitação constante, apresentaram valor de ^max em tomo de 0,33 h . A massa

bacteriana foi monitorada por densidade ótica (660 mn).

Velocidades de crescimento mais lentas, na ordem de dias, foram observadas por

OUDE ELFERINK et al. (1995) para a espécie Desulfoharbdus amnigenus cultivada em acetato

(20mM) e sulfato (20mM) a 37°C em sistemas descontínuos (0,5 d ).

Mesmo não sendo exatamente as mesmas condições de cultivo, observa-se que as

células da cultura SWl, são mais lentas que as demais apresentadas na literatura. Dentre os

fatores que poderiam influenciar na taxa de crescimento pode-se destacar a proporção de

compostos doadores e aceptores de elétrons e a toxicidade do sulfeto no processo de redução do

sulfato, e com isso ocorrer a diminuição das velocidades de crescimento. Ambos os casos serão

discutidos nos próximos itens, juntamente com os estudos do consumo de ácido láctico e sulfato

e produção de ácido acético e sulfeto.

5.5.2 Avaliação do consumo de sulfato e produção de sulfeto pela cultura SW1

Na Tabela 5.14 são apresentados os valores médios das dosagens de sulfato e

sulfeto total realizadas nas amostras dos ensaios de crescünento celular sem agitação. O valor

médio de concentração de sulfato no início e no final do experimento foi de 3,12 e 2,72 g/L,

respectivamente, o que corresponde a um consumo apenas de 13% do sulfato presente no meio.

A concentração média de sulfeto total no início do experimento foi de 1,05 mg/L e no final do

experimento foi de 121,60 mg/L. O gráfico da Figura 5.19 apresenta a distribuição dos valores

médios de sulfato e sulfeto dos ensaios sem agitação.

Os valores médios do consumo de sulfato e produção de sulfeto nos ensaios com

agitação estão mostrados na Tabela 5.15. As concentrações médias inicial e final de sulfato no
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foram 3,24 e 2,38 g/L, respectivamente, correspondendo a 27% de consumo do sulfato presente

no meio. A concentração de sulfeto no início do experimento foi de 1,53 mg^L atingindo um

valor de 275,36 mg/L. O gráfico da Figura 5.20 apresenta a distribuição dos valores médios de

sulfato e sulfeto dos ensaios com agitação.

Comparando-se os frascos com e sem agitação pode-se concluir que a produção de

sutfeto foi 2 vezes maior nos experimentos com agitação. No entanto, mesmo maior do que no

cultivo sem agitação, o consumo de sulfato no ensaio sob agitação foi apenas de 27%.

Observa-se nos gráficos de utilização de sulfato e produção de sulfeto (Figura 5.19)

e o gráfico de crescimento bacteriano (Figura 5.17b), nos cultivos sem agitação, que ao final do

experimento o metabolismo das bactérias ainda não havia cessado. No entanto, os cultivos sob

agitação, tanto o sulfeto quanto o sulfato tendem a uma estabilização no final do experüneuto

(Figura 5.20), bem como a produção de biomassa (Figura 5.18b).

Assün, pode-se inferir que a redução do sulfato, bem como o crescünento

bacteriano, ocorre com velocidades maiores sob agitação. Observa-se que, nos cultivos sob

agitação, a fase de adaptação (fase lag) foi muito reduzida, como indicado na cmva obtida pelas

dosagens de proteína durante o crescimento celular (Figura 5.18b), ou no gráfico de utilização do

sulfato e produção de sulfeto (Figura 5.20).

Sabe-se que a redução do sulfato pode ser afetada por altas concentrações de

sulfeto. Isso poderia explicar a babía eficiência na assimÜação do sulfato (13 e 27%). OKABE et

al. (1992), mostraram que a respiração da cultura Desulfovibrio desulfuricans cultivada em

sistemas contínuos foi 50% inibida pela adição de 15 mM de sulfeto ao meio de cultura. REIS et

al. (1992), por sua vez, encontraram que a inibição e 100% da atividade de D. desulfuríccms,

cultivada em sistemas descontínuos com lactato e sulfato, quando a produção de 16 mM de

sulfeto pela cultura foi alcançada. Os resultados de REIS et al. (1992) indicaram que o consumo

de sulfato oca, maior após a remoção do sulfeto do meio de cultura, indicando que esse produto

metabólico é um úúbidor de BRS e que esta mibição é reversível.
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TABELA 5.14 - Valores das concentrações de sulfato e sulfeto em função do tempo, durante

o crescimento da cultura SW1 cultivada sem agitação

Tempo

(dias)

o

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de sulfato (g/L)

Frasco l

3,22

3,21

3,24

3,07

3,12

2,92

2,84

Frasco 2

3,01

3.22

3,11

2,99

2,98

2,71

2,59

Média -

desvio padrão

3,12 ±0,1

3,21

3,22

3,18 ±0,06

3,03 ±0,04

3,05 ±0,07

2,82 ±0,10

2,72 ±0,12

Concentração de sulfeto (mg/L)

Frasco l

1,15

3,52

20,48

39,36

66,24

88,0

94,72

Frasco 2

0,96

5,12

5,44

24,64

56,96

83,84

127,04

148,48

Média -

desvio padrão

1,05 ±0,09

4,32 ±0,8

5,44

22,56 ±2,08

4S,16 ±8,8

75,04 ±8,8

107,4 ±20,0

121,6 ±26,8

3,2 -\

10 12 14 16 18 20 22 24

tempo (dias)

FIGURA 5.19 Distribuição dos valores médios das concentrações de sulfato e sulfeto no cultivo sem

agitação da cultura SW1. No início do experimento as concentrações de sulfato e

sulfeto foram 3,12 g/L e 1,05 mg/L, respectivamente, e após 23 dias de incubação a

concentração de sulfato diminuiu para 2,72 g/L c de sulfeto aumentou para 121,6

mg/L.
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TABELA 5. 15 - Valores das concentrações de sulfato e sulfeto em função do tempo, durante o

crescimento da cultura SW1 cultivada sob agitação (200rpm)

Tempo

(dias)

o

2

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de sulfato (g/L)

Frasco l

3,16

3,16

2,99

2,93

2,75

2,55

2,44

Frasco 2

3,31

3,35

3,13

2,86

2,60

2,35

2,31

2,31

Média -

desvio padrão

3,24 ± 0,08

3,16

3,17 ± 0,18

3,03 ± 0,10

2,81 ± 0,06

2,58 ± 0,03

2,36

2,31

2,38 ± 0,05

Concentração de sulfeto (mg/L)

Frasco l

1,98

4,80

56,96

105,28

168,64

206,40

244,16

264,64

271,36

Frasco 2

1,08

20,16

71,68

120,32

161,92

221,44

279,36

279,36

Média -

desvio padrão

1,53 ± 0,45

4,8

38,56 ± 18,4

88,48 ± 16,8

144,48 ±24,16

184,16+22,24

232,80 ±11,36

272,0 ± 7,36

275,36 ± 4,0

3,4'

3,2

3,0

2,8

2,6

2,2

l • l • l

m

l • l

l ' l ' l ~I'l'l'T

^-.
/ ~.

• sulfato

A su [feto

l • l ' l

•^-__ • -
•

300
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-l 200

-l 150

-l 100

-l 50

-l o
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tempo (dias)

FIGURA 5.20 Distribaição dos valores médios das concentrações de sulfato e sulfeto no cultivo com

agitação da cultura SW1. No início do experimento as concentrações de sulfato e

sulfeto foram 3,24 g/L e 1^3 mg/L, respectivamente, e após 23 dias de íucubaçâo a

concentração de sulfato dimmuiu para 2,38 g/L e de sulfeto aumentou para 275,36

mg/L.
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Contudo, não pode-se afirmar que a baixa assimilação do íon sulfato pela BRS SWl

seja devida às quantidades de sulfeto produzidas no final do experimento, de 4,0 mM e 8,43

mM, nas condições com e sem agitação, respectivamente. Porém, deve-se levar em conta essa

possibilidade nas condições de ensaio. O baixo consumo do sulfato, ainda, pode ser justificado

pelo excesso do mesmo no meio de cultivo em relação a concentração da fonte de carbono

(lactato) empregada.

Estequiometricamente, a literatura aponta que durante a oxidação incompleta do

lactato, sulfato é reduzido a sulfeto na proporção de 1:1 (Tabela 3.6). Convertendo os valores

obtidos de sulfeto (mg/L) e sulfato (g/L) para molaridade tem-se que, com e sem agitação a

proporção foi a indicada na literatura, ou seja l mol de sulfato consumido produziu l mol de

sulfeto. Assim, constata-se que o metabolismo do sulfato pela BRS SW1 foi de acordo com o

esperado. Mais uma vez, cabe lembrar, que a elevada concentração residual de sulfato pode ser

consequência de um excesso utilizado desse composto no meio de cultivo.

As velocidades de consumo de sulfato e produção de sulfeto e proteína (biomassa)

correspondentes aos cultivos sob agitação, cujos valores estão apresentados nos gráficos da

Figura 5.21a, indicaram maior atividade no i&ício do experimento. As velocidades de produção

de proteína e sulfeto aumentaram desde o mício até o qumto e oitavo dia, respectivamente. A

partir do quinto dia houve um decréscimo â^ velocidade de produção de massa celular, com um

aumento na velocidade de consumo de sulfato (por se tratar de velocidades de consumo, os

valores nas Figuras são negativos) e do lactato, como será visto mais adiante (Figura 5.24b). O

aumento na velocidade de utilização do sulfato coincide com o aumento na velocidade de

produção de sulfeto, que por sua vez corresponde ao período de queda da velocidade de

crescimento de massa celular da cultura. Esse comportamento indicou uma maior atividade da

BRS SW1 nos primeiros 5 dias de cultivo, correspondendo à fase exponencial de crescimento.

Os resultados mdicam que no período entre o quinto e oitavo dia de incubação, as velocidades de

produção celular e consumo de sulfato dünmuem e aumentam, respectivamente, variando de

forma diferente até o 18 dia, e apresentando o comportamento inicial no 20 dia, quando os

valores de sulfeto atingem 120 mg/L. Ao observar-se a Figura 5.18, o crescimento celular a

partir do quinto dia desacelera, entrando em fase estacionária. O aumento das velocidades de

consumo de substrato orgânico e aceptor final de elétrons nesse período pode significar

metabolismo endógeno, ou seja, a energia necessária para manutenção das células vivas. Um



128

ponto importante é que além da concentração residual do produto sulfeto (130 mg/L ao final do

ensaio), que existe no meio desde o quinto dia de incubação em concenü-ação da ordem de 40

mg/L, há a disponibilidade de cerca de 40 mg/L de ácido acético (Tabela 5.17) no mesmo

período, atingindo valores de até 550 mg/L ao final do ensaio. A ação no meio dos produtos, a

partir do quinto dia, pode ter regulado a atividade celular, pois somente o acúmulo do ácido

acà:ico influenciaria através do declínio do pH do meio de cultivo, com o consequente prejuízo

ao desenvolvimento da cultura SW1, apesar da existência de cerca de concentrações expressivas

de lactato de sódio e sulfato de sódio.

Nos cultivos sem agitação, as velocidades de produção de sulfeto e de biomassa

foram bab^as no início do experimento, até o 5 dia, correspondendo a fase de adaptação da

cultura SW1. No entanto, a velocidade de consumo de sulfato aumentou a partir do primeiro dia

até aproximadamente o décimo dia, a partir do qual se manteve-se em valores próximos até o 18

dia, com um ligeiro aumento no 20 dia de mcubação (Figura. 5.21). Observa-se que a velocidade

de produção de sulfeto aumentou, consideraveünente, do quinto ao décimo quarto dia de

mcubação, assim como a concentração de proteína celular, correspondente à fase exponencial de

crescimento (Figura 5.17), e após este período miciou-se um declínio dessas velocidades. A

utilização de sulfato ainda foi constatada, provavehnente, pela disponibilidade do substrato

orgânico (Tabela 5.16) como fonte de energia de manutenção celular, pois ainda existia nesse

período, no sistema de reação, cerca de 50% de ácido láctico a ser consumido. Novamente, a

desaceleração do crescimento celular ainda na presença de fontes energéticas pode ser devida ao

acúmulo de produtos, que ocorre nos ensaios sem agitação em valores da ordem de 20 mg/L de

sulfeto e 30 mg/L de ácido acético a partir do 11 dia de mcubação.
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FIGURA 5.21 Gráficos da velocidade de consumo de sulfato, produção de sulfeto e de proteína

celular pela cultura SW1; (a) cultivos com agitação (b) cultivos sem agitação. As

velocidades indicadas como negativas, por se tratar de consumo, deveip ser

analisadas em valor absoluto
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5.5.3 Avaliação do consumo do ácido láctico e produção do ácido acético pela

cultura SW1

Os valores obtidos nas determinações dos ácidos láctico e acétíco para a cultura

cultivada sem agitação estão apresentados na Tabela 5.16. O valor médio de ácido láctico

determinado no início do experünento foi de 3,4 g/L e não foi detectado ácido acético no período

amostrado. Após o período de incubação os valores de ácidos láctico e acético foram,

respectivamente, 1,5 g/L e 274 mg/L, o que correspondeu a um consumo de 55% do ácido

láctico presente no meio. A Figura 5.22 apresenta as curvas médias de consumo de ácido láctico

e produção de ácido acético dos cultivos sem agitação.

A Tabela 5.17 apresenta os valores obtidos com as cultura cultivadas sob agitação.

O ensaio üüciou com um valor médio de ácido láctico de 2,93 g/L e não foi detectada presença

de ácido acético. Após o período de mcubação, os valores foram de 0,41 g/L de ácido láctico e

552 mg/L de ácido acético, correspondendo a um consumo de 85% de ácido láctico. As curvas

médias de consumo de ácido láctico e produção de ácido acético, nesta condição, estão

apresentadas na Figura 5.23.

Estes valores indicam que, sob agitação, o aproveitamento do ácido láctico foi

maior, com o consequente aumento na produção de ácido acético. Assün, é certo afirmar que os

experimentos sob agitação resultaram em um superior aproveitamento da fonte de carbono pelas

células de BRS SW1. As Figuras 5.22 e 5.23 indicam que, após o período de incubação, há uma

tendência dos cultivos não agitados em continuar a produção de ácido acético, após o 22 dia de

mcubação, apesar do uso do ácido láctico estar se estabilizando. Ao final do experimento sob

agitação, há uma tendência para que a concentração de ambos os compostos se estabüizem.

A estequiometria da oxidação incompleta do ácido láctico a acético, durante a

redução do sulfato, indica uma proporção de l: l entre reagente e produto, ou seja, a oxidação de

2 moles de ácido láctico produzem 2 moles de ácido acético (Tabela 3.6). Os valores obtidos no

presente trabalho, indicam que, guardadas as perdas e/ou erros devidas a determinação analítica,

2 moles de ácido láctico produziram l mol de ácido acético nos ensaios sem agitação e 3 moles

de ácido láctico produziram l mol de ácido acético nos ensaios com agitação, ou seja, parece não
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TABELA 5.16 - Valores das concentrações de ácidos láctico e acético em função do tempo

durante o crescimento de Desulfovibrio sp cultivada sem agitação

Tempo

(dias)

o

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de ácido láctico (g/L)

Frasco l

2,75

3,0

2,26

1,61

1,7

1,68

Frasco 2

3,38

2,77

2,75

2,47

1,93

1,86

1,53

1,29

Média - desvio

padrão

3,38

2,76 ± 0,01

2,88± 0,13

2,37± 0,1

1,SO ± 0,13

1,86

1,65 ± 0,12

1,49 ± 0,19

Concentração de ácido acético (mg/L)

Frasco l

14,10

19,60

42,36

66,85

165,25

228,65

Frasco 2

o

19,09

27.33

16,45

108,75

158,69

224,50

319,07

Média -

desvio padrão

o

11,60 ± 10,6

23,46 ± 5,47

29,40 ± 18,32

87,80 ±29,63

158,69

194,87 ± 41,90

273,86 ± 63,94
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FIGURA 5.22 Distribuição dos valores médios das concentrações de ácido láctico e ácido acétíco

cultivo sem agitação da cultura SW1. No início do experimento as concentrações de

ácido láctico foi 3389 mg/L; após 23 dias de mcubaçâo a concentração de ácido láctico

diminuiu para 1493 mg/L e a de ácido acético aumentou para 273,86 mg/L.



132

TABELA 5.17 - Valores das concentrações de ácidos láctico e acético em função do tempo

durante o crescimento de Desulfovibrio sp cultivada com agitação (200 rpm)

Tempo

(dias)

o

2

5

8

11

14

17

20

23

Concentração de ácido láctico (g/L)

Frasco l

3,34

3,44

2,45

2.82

1,77

1,09

0,73

0,50

Frasco 2

2,51

o

2,08

2,02

1,03

0,62

0,57

0,28

0,33

Média ~ desvio

padrão

2,92 ± 0,41

3,44

2,27 ±0,19

2,42 ±0,4

1,40 ± 0,37

0,85 ± 0,23

0,57

0,50 ± 0,22

0,41 ± 0,08

Concentração de ácido acético(mg/L)

Frasco l

o

12,61

36,88

212,31

187,08

598,50

578,55

624,67

Frasco 2

o

o

24,13

60,04

199,0

290,77

388,78

398,21

480,45

Média - desvio

padrão

o

12,61

30,46 ± 6,33

136,17 ± 76,13

193,04 ± 5,96

444,63 ± 153,86

388,78

488,38 ± 90,17

552,56 ±72,11

4000'

3000^

O)
E.

-S 2000

1000-1

T•['T

• ácido acético

ácido l ático

-2 O
-IT |l|l—f -t — |l|l[IT

10 12 14 16 18 20 22 24

600

500

400

300 ^
(Er

o
o

200 '3'
02

100

tempo (dias)

FIGURA 5.23 Distribuição dos valores médios das concentrações de ácido láctico e ácido acético

cultivo sem agitação da cultura SW1. No início do experimento as concentrações de

ácido láctico foi 2927 mg/L; após 23 dias de incubação a concentração de ácido láctico

diminuiu para 418 mg/L e a de ácido acétíco aumentou para 552 mg/L.
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haver um balanço das reações segundo a estequiometria indicada. Porém, não deve-se apontar

para o sucesso dessa comparação, uma vez que a presença acumulada do produto ácido acético

nos ensaios com e sem agitação esteve, respectivamente, em valores médios e aproximados de

555 e 280 mg/L, valores elevados do ácido que poderiam influenciar o metabolismo celular.

A velocidade de consumo do ácido láctico cresceu até o 11 dia do ensaio sem

agitação (Figuras 5.24a), diminumdo até o final do esüaio, talvez em função do acúmulo no meio

de reação dos produtos formados, sulfeto e ácido acétíco. Assim, fatores relacionados aos

produtos no meio influenciaram as velocidades de crescimento celular, apesar da disponibilidade

de fonte de carbono e do aceptor de elétrons. A ausência de agitação desfavorece as trocas entre

as células e o meio reagente, e isso pode prejudicar o crescimento celular. No entanto, apesar da

diminuição na velocidade de consumo da fonte de carbono a partir do 11 dia, a velocidade do

crescimento celular (dprot.dt) se manteve crescente por mais três dias, diminuindo após esse

período. Ao obervar-se a Figura 5.21b, esse mstante coincide com uma leve duninmção da

velocidade de utilização do sulfato, com a ocorrência de decréscimo nas velocidades de

produção de suÏfeto.

No ensaio sob agitação, a velocidade de consumo do ácido láctico cresceu até o 11

dia (Figura 5.24b), diminuindo até o final do ensaio, talvez em função do acúimulo no meio de

reação dos produtos formados, sulfeto e ácido acético. Nesse ponto, salienta-se novamente, que a

partü- do quinto dia ocorre a diminuição nas velocidades determinadas para o crescimento celular

(dprot.dt), lembrando que do quinto ao décimo prüneiro dia, a concentração celular continuou

aumentando, a partir do qual se estabiliza, com o consumo de lactato e sulfato ocorrendo para

assegurar as necessidades energéticas de manutenção das células.

A partir desse período (11 dia), começa a diminuir a velocidade de produção de

ácido acético, período em que a velocidade de consumo de ácido láctico dimmui. A Figura 5.21

ilustra, graficamente, que no 11' dia há uma duximuição da velocidade de consumo de sulfato.
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FIGURA 5.24 Gráficos da velocidade de consumo de ácido láctico, produção de ácido acético e de

proteína celular pela cultura SW1; (a) cultivos sem agitação (b) cultivos com

agitação. As velocidades indicadas como negativas, por se tratar de consumo, devem

ser analisadas em valor absoluto
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5.5.4 Avaliação geral do metabolismo da cultura SW1

A avaliação do metabolismo da cultura SW1 pertencente ao género Desulfovibrio

foi realizada com base nos resultados obtidos no ensaio de cmética de crescimento. Como já

abordado anïeriormente, esse ensaio contou com o cultivo em meio P.E.ffi com 40mM de lactato

e 37 mM de sulfato com e sem agitação constante.

Para os cultivos sob agitação, os dados revelaram que 83% da concentração inicial

do ácido láctico foi utilizada. durante a fase de crescimento da cultura, o que correspondeu a

aproximadamente 33 mM. No entanto, apenas 27% do sulfato foi utilizado (lOmM). Isto nos

permite inferir que sob esta condição de cultivo, a concentração de sulfato foi aproximadamente

3,7 vezes maior ao que a bactá-ia poderia necessitar.

Seguindo o mesmo raciocínio para os cultivos sem agitação, o consumo de ácido

láctico foi de 55% (~22mM) e do sulfato foi de 13% (~5mM). Assim, houve o emprego de quase

o dobro da concentração de fonte de carbono necessária para o metabolismo da BRS SW1,

considerando-se as concentrações iniciais de células, e que a concentração de sulfato empregada

foi 7 vezes maior.

Contudo, esta concentração de sulfato foi utilizada e mantida de acordo com as

condições dos cultivos realizados anteriormente a este trabalho, que por sua vez correspondiam

as condições ambientais da origem da cultura. Com base nos resultados discutidos acima, talvez

o ideal seja que, para 40mM de lactato de sódio aplicado como fonte de carbono, uíüize-se 20

mM de sulfato no meio de cultivo.

FÜSÍSTER et al. (1998) empregaram 5 mM de lactato e 10 mM de sulfato durante os

cultivos com BRS marinhas. Usuahnente, são empregados concentrações de 10 ou 20 mM de

substrato orgâmco e IQmM de sulfato (LAANBROEK e PFENNIG, 1981; DALSGAARD e

BAK; 1994).

Sabe-se que cultivos em ensaios descontínuos estão sujeitos à ação dos produtos

metabólicos acumulados no meio de reação. Assim, a presença de sulfeto e de ácido acético

podem ter influenciado o metabolismo da cultura SW1, nos ensaios com e sem agitação, como
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mencionado anteriormente, mais especificamente nas velocidades de consumo de substrato e

produção de biomassa.

Com base nos valores obtidos de ácido láctico, ácido acético, sulfato e sulfeto, foi

possível propor uma reação metabólica genérica realizada pela cultura SW1. Os valores

utilizados na equação correspondem a média aritmética das répUcas de cada parâmetro,

corrigidos pelas respectivas molaridades. Sendo assim, tem-se que:

Sob agitação: 3 ácido láctico + l sulfato ^ l ácido acético + l sulfeto

Sem agitação: 2 ácido láctico + l sulfato —> l ácido acétíco + l sulfeto

Pode-se observar que as reações propostas não estão balanceadas. Isso implica em

que não estão aqui considerados outros produtos do metabolismo das BRS, como o bicarbonato

(HCO~3). Sabe-se que durante a oxidação de 2 moles de ácido láctico são produzidos 2 moles de

ácido acético e 2 moles do íon bicarbonato (Tabela 3.6). Outro aspecto comentado por

POSTGATE (1979), refere-se que alguns hidrocarbonetos e mucma podem ser eÍiminados como

produtos do metabolismo, principalmente por Desulfovibrio desulfuricans.

Ao analisar os cromatogramas dos ácidos voláteis observa-se, após oito dias de

cultivo, o surgimento de picos em tempos de retenção desconhecidos. Dois cromatogramas estão

apresentados na Figura 5.26, originados da análise de um dos fi-ascos cultivados sob agitação

constante, correspondentes ao tempo inicial e após 23 dias de incubação. Os demais

cromatogramas apresentaram os mesmos picos desconhecidos.

Os tempos de retenção 11,186/11,280 minutos, correspondem ao ácido láctico,

enquanto que 13,533/13,891 minutos correspondem ao ácido acético. O pico apresentado no

tempo 5,816 pode indicar a presença de sulfato. Pode-se observar a presença de picos de origem

desconliecida nos tempos de retenção 7,587/7,698 e 12,508 minutos.

Alguns testes foram realizados com a finalidade de determinar os compostos

correspondentes aos tempos de retenção desconhecidos (cromatogramas apresentados no Anexo

B). Alguns resultados indicaram que os picos poderiam estar relacionados ao ácido pirúvico
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(Figura B.3), cujo tempo de retenção foi de 7,7 mmutos, e ao ácido fórmico CFÍgura B.2), cujo

tempo de retenção foi de 12,833 minutos. De fato, ácido píràvico é um intermediário do

metabolismo CPOSTGATE, 1979), mas não há evidências de que seja eliminado pela célula.

Outros compostos como resazurma., ácido bórico, ácido ascórbico e EDTA, constitumtes do

meio P.E.m, não foram detectados cromatograficamente. O próprio meio de cultura P.E.m não

apresentou picos correspondentes aos desconïiecidos (Figura B.l).

a b
FIGURA 5.26 Cromatogramas obtidos durante as análises dos ácidos voláteis em uma das

réplicas da cultura SW1 cultivada sob agitação constante; (a) no tempo

inicial (t=0 d) (b) no tempo final (f=23 d).
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6-CONCLUSÕES

Os trabalhos experimentais da presente Dissertação de Mestrado permitiram as

segumtes conclusões:

• O meio de cultura empregado, Postgate E modificado, bem como as técnicas de

isolamento sob anaerobiose estrita, diluições decimais seriadas e "Roü-Tube ,

foram eficazes para o cultivo e obtenção de culturas puras de BRS presentes nas

quatro amostras estudadas.

• As quatro culturas isoladas foram caracterizadas segundo aspectos morfo-

fisiológicos e classificadas segundo a similaridade com as espécies de BRS

relatadas na üteratura:

- cultura FW1: bacilos curvos; Gram-negatívos; esporulantes; sem desulfoviridma;

bom crescimento sob condição salina; oxidação incompleta dos compostos

orgânicos; na presença de sulfato, lactato e malato foram os substratos

preferenciais; cultura similar a Desulfotomaculum halophilum.

- cultura FW2: bacilos curvos; resposta irregular da coloração de Oram; não

formadores de esporos; com desulfoviridma; bom crescimento sob condições

salinas; oxidação incompleta dos compostos orgânicos; na presença de sulfato,

malato e lactato foram os substratos preferenciais; cultura similar a Desulfovibrio

desulfuricans.
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- cultura SW1: bacilos curvos; Gram-negativos; não formadores de esporos; com

desulfoviridina; halófílos; oxidação incompleta dos substratos orgânicos; na

presença de sulfato, lactato e malato foram os substratos preferenciais; cultura

similar a Desulfovibrio desuljwicans e Desulfovibrío salexigens.

cultura SW2: bacilos curvos, Gram-negativos, não esporulantes; sem

desulfoviridina; halófüos; oxidação completa dos substratos orgânicos; na presença

de sulfato, lactato, malato etanoL, formiato e acetato foram utilizados; cultura

similar a Desulfobacíeríum sp.

• Na presença de sulfato, a concentração média de proteína da BRS FW2, após o

período de mcubação, revelou melhor crescimento nos substratos orgânicos

malato e lactato (114,65 e 93,67 mgSAB/L respectivamente). Nos cultivos em

etanol e formiato o crescimento foi menor e não houve crescimento em acetato

e na ausência de fonte de carbono. A concentração de proteína encontrada nos

cultivos com diferentes aceptores de elétrons, revelou que na presença de

malato, os melhores valores foram para sulfato (l 14,65 mgSAB/L) e tiossulfato

(106,89 mgSAB/L), mdicando serem os melhores compsotos aceptores de

elétrons na condição estudada. Pouco crescimento da cultura FW2 nocorreu na

presença de sulfito, e foram incapazes de crescer com nitrato e sem acqptor de

elétrons.

• Os valores da concentração de proteína obtidos no ensaio em diferentes fontes

de carbono da BRS SW1 revelaram que as melhores compostos orgânicos na

presença de sulfato foram em lactato (92,40 mgSAB/L) e em malato (81,27

mgSAB/L). O crescimento foi menor em fonniato e etanol, e ausente em

acetato.

• Os valores dos parâmetros cinéticos de crescimento da cultura SW1, nos

ensaios realizados sob agitação constante, foram: |Hmax= 0;28 d e Tg==2,47 d.;

27% do sulfato foi consumido, o que proporcionou uma produção de 275 mg/L
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de sulfeto. O consumo de ácido láctico foi de 85% com produção de 552 mg/L

de ácido acético. Com estes valores, a reação metabólica realizada pela cultura

SW1 foi: 3 ácido láctico + l sulfato —> l ácido acético + l sulfeto.

• Sob as mesmas condições, mas sem agitação, os valores dos parâmetros

cinéticos foram: pmax= 0,13 d e Tg= 5,33 d. O consumo de sulfato e ácido

láctico foram, respectivamente, 13 e 55%, e as produções de sulíeto e ácido

acético alcançaram valores de 121 e 274 mg/L. Nesta condição, a reação

metabólica foi: 2 ácido láctico + l sulfato -> l sulfeto + l ácido acético.

• Constatou-se no ensaio cinético, que as culturas em meio sob agitação

cresceram com velocidade duas vezes maior do que no cultivo sem agitação. A

agitação do meio de cultura também favoreceu as células em relação ao

consumo dos substratos e formação de produtos.

• Pode-se mferir que a concentração de sulfato empregada nos ensaios de

crescimento foi maior que a necessária para os cultivos com e sem agitação, já

que as porcentagens utilizadas em cada condição foram, respectivamente, de 27

e 13%, na presença de 40 mM de lactato de sódio.

• O método de determinação de proteína total aplicado neste trabalho foi efetivo

para a avaliação do crescimento celular de BRS.
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7 - RECOMENDAÇÕES

Os trabalhos experimentais da presente Dissertação de Mestrado permitiram as

seguintes recomendações:

• Realizar cultivos de BRS marinhas em meio Postgate E na concq)ção original,

em que NaCl é adicionado ao meio sem o emprego da água do mar sintética, a

fmi de verificar o seu comportamento, já que nesta condição a concentração de

sulfato diminui para lOmM.

• Efetuar ensaios com as culturas de BRS marinhas em concentrações de NaCl e

de lactato e sulfato, determinando deste modo a salinidade e a relação

lactato/sutíáto ideal para o cultivo das mesmas.

• Os ensaios para avaliar a cinética do crescimento microbiano devem ser

preferenciaünente realizados sob agitação constante, para isso sugere-se a

determmação das methores condições de agitação;

• Em adição aos estudos sobre a classificação taxonômica das culturas de BRS,

realizados nesse trabalho, e que utilizaram técnicas tradicionais para a

identificação de culturas bacterianas, deve-se empregar as técnicas de Ecologia

Molecular para identificação e classificação taxonômica das espécies isoladas.
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A fim de associar o envolvimento das culturas de BRS isoladas no processo

biocorrosivo, sugere-se que sejam realizados ensaios específicos de corrosão

com as mesmas, associando esses resultados aos obtidos neste trabalho e

propondo um mecanismo eficaz de mmimização dos efeitos desta atividade.



145

8 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

ARAÚJO, J.C. (1995). Caracterização e Evolução do Biofilme em Reator Anaeróbio de Leito

Fluidizado alimentado com Esgoto Sanitário Sintético. São Carlos. SP. Dissertação

(Mesürado) - Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo; 158p.

BADZIONG, W.; DFTTER, B.; THAUER, R.K. (1979). Acetate and Carbon Dioxide

Assimilation by Desnlfovibrío viilgaris (Marburg), Growing on Hydrogen and Sulfate as

Sole Energy Source. Archives ofMïcrobiology. v. 123, p. 301-305.

BADZIONG, W.; THAUER, R.K. (1978). Gro\vlh Yields and Gro\vth Rates of Desulfovibno

vidgarís (Marburg) Growing on Hydrogen plus Sulfate and Hydrogen plus Tiosulfate as

fhe Sole energy Sources. Archíves ofMicrobiology. v. 117; p.209-214.

BALE, SJ.; GOODMAN, K, ROCHELLE, PA.; MARCHESI, J.R.; FRY, J.C.;

WEIGHTMAN, A.J..; PARKES, RJ. (1997). Desulfovibrio profamdtis sp. nov., a Novel

Barophilic Sulfate-Reducing Bacterium from Deep Sediment Layers in the Japan Sea.

InternationalJournalofSystematicBacteriology. v. 47; n. 02; p- 515-521.

BHADURL S.; DEMCHICK, P.H. (1983). Simple and Rapid Method for Dismptíon of Bactéria

from Protein Studies. Applied andEnvironmentalMïcrobiology. v. 46;p.941-943.

BORZANI, W. (1972). O método turbidométrico na medida de concentrações e de velocidades

de reprodução de microrganismos. Review ofMicrobiology. v. 3, p- 153-156



146

BORZANL W. (1975). Corrosão por Microrganismos. In: Bjofecnohgja: Tópicos de

Microbiologia Industrial. Ed(s) Eugênio Aquarone, Walter Borzani e Urgel de Almeida

Lima. v. 2, 23 Ip.

BOR2ANI. W. (1986). Cinética de Processos Fermentativos. Revista Brasileira de

Engenharia.^'. 3; p. 1-51.

BORZANL W. (1990). Definições e Cálculos de Velocidades em Processo Fermentativos.

Revista de Ensino em Engenharia - São Paulo, v. 9(1/2).. p.33-40.

BRANDIS-HEEP, A.; GEBHARDT N.A.; THAUER, R.K.; WIDDEL, F.; PFENNIO N.

(1983). Anaeróbio acetate oxidation to CÜ2 by Desulfobacter postgatei - 1-Demonstration

of ali enzymes required for the operation of the citric acid cycle. Archives of

Microbiology. v. 136, p. 222-229.

BROCK, T.D.; MADIGAN, M.T.; MARTINKO, J.M.; PARKER, J. (1994). Biology of

Microorganisms. Prentice-HalL New Jersey; 909p.

CAMPBELL, L.L.; POSTGATK J.R. (1965). Classification of the spore-Formmg Sulfate-

Reducing Bactéria. Bactenological Revíews. v. 29, n. 3, p. 359-363.

CENPES (1995). Estudo de causas prováveis de dano do riser de PCH-2 relacionadas à

deposição de sulfato de bário e a açâo localizada da bactéria redutora de sulfato, projeto

04.05.40 DFTER/SEBIO

CENPES (1996). Relatório Start - Histórico das Culturas. Coord. Fátima Cristina M.

Magalhães.

CORD-RUWISCK R.; WIDDEL, F. (1986). Con-odmg Iron as aHydrogen Source for Sulphate

Reduction in Growmg Cultures of Sulphate-Reducing Bactéria. Applied Microbiology ana

Biotechnology. v. 25, p. 169-174.



147

CZECHOWSKI, M.H.; CHATELUS, C.; FAUQUE, G.; LÏBERT-COQUEMPOT, M.F.:

LESPINAT, PA.; BERLIER, Y.; LeGALL, J. (1990). Utilization of cathodically-

produced hydrogen from míld steel by Desuïfovibrio species with different t\rpes of

hydrogenases. Joumal of Industrial Microbiology. v. 6, p. 227-234.

DALSGAARD, T.; BAK, F. (1994) Nitrate Reduction in a Sulfate-Reducing Bacterium,

Desidfovibrío desidfuncans, Isolated from Rice paddy Soil: Sulfide Inhíbition, Kinetics,

and Regulation. AppUed Environmental M.icrobiology. v. 60. n. l. p. 291-297.

^DAMIANOVIC M.H.R.Z. (1997). Degradação de Pentaclorofenol (PCP) em reatores

anaeróbios horizontais de leito fixo (RAHLF). Tese (Doutorado). Escola de Engenharia de

São Carlos, Universidade de São Paulo; 176p

DEVEREUX, R.; DELANEY, M.; WIDDEL, F. STAHL, DA. (1989). Natural relationships

among Sulfáte-Reducing Eubacteria. Journal ofBacteriology. v.171.n.12,p. 6689-6695.

DEVEREUX, R.; SHAO-HUA, H.; DOYLE, C.L.; ORKLAND, S.; STAHL, DA.; LeGALL, J.;

WHITMAN, W.B. (1990). Diversity and Origin of Desiílfovibrio Species: Phylogenetic

Definition ofa Fanúly. Jonrnal ofBacteriology. v. 172; n.7, p. 3609-3619.

DILLING, W.; CYPIONKA, H. (1990). Aerobic Respiration in Sulfate-Reducíng Bactéria.

FEMSMicrobïologyLetters. v. 71, p. 123-128.

DREWELLO, R.; WEISSMANN, R. (1997). Microbially Influenced Corrosion of Glass.

Applied Microbiology and Bioïechnology. v. 47, p. 337-346.

DSM (1991). Scientífic Services ofCulture Collections. Curso Ministrado na Fundação Tropical

de Pesquisas e Tecnologia "André Tosello?\ Campinas.

DUQUETTE, DJ; RICKER, R.E. (1986). Electrochemical Aspects of Microbiologically

Induced Corrosion. In: International Conference on Biologically ïnduced Corrosion.

Gaythersburg. NACE. p.121-130



148

EDYVEAN, R.G.J.; VIDELA, HA. (1994). Biological Corrosion. In: Recent Advances m

Biodeterioration ana Bïodegradatíon. Ed(s) K.L. Garg. Neelima Garg, K.G. Mukerjii. v.2,

p. 81-116.

ENGLERT, G.E.; MÜLLER, I.L. (1996). The Corrosion Behavior ofMild and Stainless Steel m

na Anaeróbio Bíodigester. In: LABS 2 - BIODEGRADATION AND

BIODETERIORATION IN LATÏN-ÂMERICAN-ANAIS; p. 51-54.

FINSTEK K.; LIESACK, W.; 7HAMDRUP, B. (1998). Elemental Sulfür and Thiosulfate

DisproportionatioD by Desnlfocapsa sulfoexigens sp. nov., a New Anaerobic Bacterium

Isolated fi-om Marine Surface Sediment. v .64, n. l, p. 119-125.

FINSTER, K.; LIESACK, W.; TKsíDALL, B.J. (1997). Desidofospira joergensemi, gen. Nov.,

sp. nov., a new Sulfate-reducing Bactehum Isolated from Marine Surface Sediment.

Systematic AppliedofMicrobiology. v. 20, p. 201-208.

\ FONSECA, I.T.E.; UNO, A.R.; RADSÍHA, V.L. (1996). As Bactérias Redutoras de Sulfato e a

Biocorrosâo de Aços. Corrosão e Proteção de Materiais, v. 15, n.2, p. 6-14.

GAYLARDE, C.C. (1992). Corrosion Associated with Sulfate-Reducing Bactéria ofthe Genera

Desulfovibrio. Desulfobacter and Desulfobtdbzis. In: I LATÏN-AMERICAN

BIODETERIORATION SJMPOSIUM-^. 185-191.

GAYLARDE, C.C.; GLYN MORTON, L.H. (1997). The Importance of Biofílms in Microbial

Deterioration ofConstructional Materiais. Revista deMicrobiología. v. 28. p.221-229.

GOMES, L.P. (1995). Avaliação da Atividade Bacteriana Anaeróbia Celulolítica do Chorume

Originado em Sistema de Disposição de Resíduos Sólidos Urbanos à Céu Aberto. Tese

(doutorado); Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo; 210p.

HAMILTON, W.A. (1985). Sulphate-Reducmg Bactéria and Anaerobic Corrosion. Annual

Revíew Microbiology. v. 39, p. 195-217.



149

HAMILTON, WA.; MAXWELL, S. (1986). Biological and Corrosion Activities of Sulphate-

Reducing Bactéria Within Natural Biofilms. In: INTERNATIONAL CONFERENCE ON

BIOLOGICÂLLY INDUCED CORROSION. Gayíhersburg. NACE. p.131-136.

HANSEN. TA. (1994). Metabolism of Sulfate-Reducing Prokaryotes. Antonie van

Leezfwenhoek. v. 66, p. 165-185.

HUNGATE, R.E. (1969). A Roll Tube Method for Cultivatíon of Strict Anaerobes. In: Meïhods

in Microbíology. Ed(s) O.R. Norris, D.W. Ribboivs. Vol. 3b New York Academic; p. 117-

132.

ISAKSEN, M.F.; J0RGENSEN, B.B. (1996). Adaptation of Psychrophilic and psychrotrophic

Sulfate- Reducing Bactéria to Permanently Cold Marme Environments. Applied ana

Environmenïal Microbiology. v. 62, n. 2. p.408-414.

/rJOHANSEK S.S.; LICHT, D.; ARVIN, E.; MOSBAEK, H. (1997). Metabolic pathways of

quinoline, índole and ftieir methylated analogs by Deszáfobacïermm indolicum (DSM

33Ï3}.AppliedM.ïcrobiology and Biotechnolog\f. v. 47. p. 292-300.

J0RGENSEN, B.B. (1990). A Thiosulfate Shunt in the Sulfür Cycle of Marine Sediments.

Sciense. \\ 249, p. 152-154.

J0RGENSEN, B.B. (1982). Ecology ofthe bactéria ofthe sulphur cycle with special reference

to anoxic-oxid interface environments. Phíl.Trans.R.Soc.LondB.; v. 298, p. 543-561.

J0RGENSEN, B.B.; BAK, F. (1991). Pathways and Microbiology of Thiosulfate

TransformatÍons and Sulfate Reduction in a marme Sediment (Kattegat, Denmark).

Applied and Environmental Microbiology. v. 57. n. 3; p. 847-856.



150

KLEMPS, R.; CYPIONKA, H.; WIDDEL, F.; PFENNIO N. (1985). Growth with hydrogeiL

and fürther physiological characteristics of Desulfotomacidnm species. Archíeves of

Microbiology. v. 143, p. 203-208.

KNOBLAUCK C.; SAHM, K.; JORGENSEN, B.B. (1999). Psychrophilic Sulfate-Reducing

Bactéria Isolated from Permanently Cold Arctic Marine Sediments: Description of

Desnlfofrígiis fragile sp. nov.. Deszáfofaba gélida gen. nov. sp. nov.; Desulfotalea

psychrophila gen. nov. sp- nov. and Desulfotalea arctica sp. nov. ïnternational Journal of

Systematic Bacteriology. v. 49; p. 1631-1643.

KREMER, D.R.; NIENHUIS-KUIPER, H.E.; TIMMER, C.J.; HANSEN, T.A.(1989).

Catabolism of malate and related dicarboxylic acids in various Desulfovíbrío strams and

the involvement of na oxygen-labile NADPH dehydrogenase. Archives of Microbiology.

v. 151.P.34-39.

LAANBROEK, H. J.; PFENNIG, N. (1981). Oxidation of Short-Chain Fatty Acids by Sulfate-

Reducing Bactéria in Freshwater and in Marine Sediments. Archives ofMicrobiology. v.

128,p.330-335.

LAANBROEK, HJ-; GEERLIGS, KJ.; SÏJTSMA, L.; VELDKAMP, H. (1984). Competition

for Sulfate and Ethanol Amoüg Desulfobacter, Desulfobidbns, and Desulfovíbrío Species

Isolated from Intertidal Sedíments. Applied ana Environmental Microbjology. v. 47, n. 2.

p. 329-334.

LEE, W.; CHARACKLIS, W.G. (1993). Corrosion of Mild Steel Under Anaerobic Biofilm.

Sciense. v. 49, n. 03, p. 186-199.

LEU J-Y; McGOVERN-TRAA, C.P.; JR PORTER, A.; HAMILTON, W.A. (1996).

Thermophilic Sulfate Reducers Present In Production Waters from North Sea Oil Field.

<http://sol.oc.niu.edii.tw/aot/1996/354/354p395.htm>



151

LIU, C.; PECK JR., H.D. (1981). Comparative Bioenergetics of Sulfate Reductíon in

Deszáfovibrio and Desnlfotomaciilum spp. Journal of Bacteriology. v. 145, n. 2, p. 966-

973.

LIU, Y. (1998). Energy uncoupling in microbial growüi under substrate-sufficient conditíons.

AppUed Microbiology and Biotechnology. v. 49. p. 500-505.

LAOVLEY. D.R.: WIDMAN, P.K.; WOODWARD, J.C.; PfflLLIPS, E.J.P. (1993). Reduction of

uranium by Cytochrome €3 of Desulfovibrio vulgaris. Applied ana Environmenïal

Microbiology. v. 59, n. 11, p. 3572-3576.

LOWE, S.E.; JAIN, M.K.; ZEIKUS, J.G. (1993). Biology, Ecolog\^ and Biotechnological

Applications of Anaeróbio Bactéria Adapted to Environmental Stresses in Temperature,

pÏ-L Saünity or Substrates. Microbiological Reviews. v- 57, n. 2, p. 451-509.

MAGALHÃES. F.C.M.: SOUZA JR., HA.: PENNA. M.O.; SEBASTIÁN. G.V.; SILVA, E.D.;

OUVEIRA, H.B.; ANDRADE, CA. (1996). Biofouling and Sulfate Scale m OU

Production Systems Eífects on Biocorrosion .In: LABS 2 - BIODEGRADATION AND

BIODETERÍOR^TÏON IN LATIN-AMERICAN. p. 111-113.

MANAHAN, S.E. (1994). Environmetal Chemistry. 811p

McCREADY, R.G.L.; GOULD, W.D.; COOK, F.D. (1983). Respiratory Nitrate Reduction by

Desiílfovibrio sp.Ârchives ofMicrobiology. v. 135, p. 182-185.

MILLER, T.L.; WOLF^, MJ. (1974). A Serum bottle Modífication ofthe Hungate Technique

for Cultivatmg obligate Anaerobes. Applied Mícrobiology. v.27,n.05,p. 985-987.

MIN, H.; ZINDER, S.H. (1990). Isolation and Characterization of a Thermophilic Sulfate-

Reducing Bacterium Desulfotomaculum thermoacetoxidans sp. nov. Archíves of

Microbïology. v. 153, p. 399-404.

MOAT, A. G.; FOSTER, J.W. (1988). Microbial Physiology. John Wiley & Sons, Inc.; 597p.



152

MONTENEGRO, M.A.P. (1994). Avaliação da Comunidade Microbiana em reaïor Anaeróbio

de manta de Lodo (UASB) Submetido a Aumentos Progressivos da Concentração do lon

Sulfato.. São Carlos. SP. Dissertação (Mestrado) - Escola de Engenharia de São Carlos,

Universidade de São Paulo; l86p.

MORT, S.L.; DEAN-ROSS, D. (1994). Biodegradation of Phenolic Compounds by Sulfate-

Reducing Bactéria from Contaminated Sediments. Microbial Ecology. v. 28, p. 67-77.

. OKABE, S.: NIELSEN, P.H.; CHARACKLIS, W.G. (1992). Factors Affecting Microbial

Sulfate Reduction by Desitlfovibrio desulfuricans in Contmuous Culture: Lmútíng

Nutrients and Sulfide Concentration. Biotechnology ana Bioengineermg. v. 40, p. 725-

734.

l/OLLFVIER, B.; CAUMETTE, P.; GARCIA, J.L.; MAH, RA. (1994). Anaerobic Bactéria from

Hypersaline Environments. Microbiological Revie-ws. v. 58, n. l. p. 27-38.

OMIL, F.; LENS, P.; VISSER, A.; HULSHOFF POL, L.W.; LETTINGA, G. (1998). Long-

Temi Competition Between Sulfate Reducing and Methanogenic Bactéria in UASB

Reactors Treatmg Volatile Fatty Acids. Bioïechnology ana Bioengíneering. v.57, n. 6, p.

676-685.

OREN, A. (1999). Bioenergetic Aspects of Halophilism. Microbiology ana Molecular Biology

Reviews. v. 63; n.02; p. 334-348.

OUDE ELFEREsíK, S.J.W.H.; MAAS. R.N.; HARMSEN.H.J.M.; STAMS, AJ.M. (1995).

Desulfoharbdus amnigeims gen. nov. sp. nov., a sulfate reducer isolated from anaerobic

granular sludge. Archives ofMicrobiology. v. 164,p.119-124.

OUDE ELFERJNK. S.J.W.H.; VORSTMAN. WJ.C.. SOPJES, A.; STAMS, A.J.M. (1998).

Characterization of the Sulfáte-Reducing and Syntrophic Population m Granular Sludge

from a Full-Scale Anaerobic Reactor Treating Papemiiü Wastewater. In: Sulfate-

Redncing Bactéria in Anaeróbio Bioreactors. Ed. S. J.W.H.Oude Elferink. p. 87-101.



153

PAERL, H.W.; PINCKENY, J.L. (1996). A Mini-review ofMicrobial Consortia: Their roles in

Aquatic Productíon and Biogeochemical Cycling. Microbial Ecology. v. 31. p. 225-247.

PANKHURST, E.S. (1971). The Isolation and Enumeration of Sulphate-Reducing Bactéria. In:

Isolation ofAnaerobes. (Eds) DA. Shapton, R.G. Board. Academic Press London-NY. p.

223-240.

PELCZAR, MJ.; CHAK E.C.S.; KRIEG, N.R. (1993). Microbiology: Concepts ana

Applications. McGroll Hill N.Y.; 896p.

PENG, C; PARK, J.K. (1994). Electrochemical Mechanisms ofCorrosion Influenced by Sulfate-

Reducing Bactéria in Aquatic Systems. Water Research. v. 28, n.08, p. 1681-1692.

PETERSON, G.L. (1977). A Simplification ofthe Protein Assay Mefhod ofLo^Ty et al. Which

is More Generally Applicable. Analytical Biochemistjy. v.83, p.346-356.

POSTGATE. J.R. (1979). The Sulphate-Reducing Bactéria. Cambridge University Press. 145p.

REIS, MA.M.; ALMEIDA, J.S.; LEMOS, P.C.; CARRONDO, MJ.T- (1992). Efifect of

Hydrogen Sulfide on Growth of Sulfate Reducing Bactéria. Bioïechnology ana

Bioengineering. v. 40, p. 593-600.

SANDERS, P.F.; HAMILTON, W.A. (1986). Biological and Corrosion Activities of Sulphate-

Reducing Bactéria in hidustrial Process Plant. In: ïnternational Conference on

Biologically Induced CorrosioYi; Gaythersburg; NACE; 47-68p

LSHELTON, D.R.; TIEDJEI, J.M. (1984). Isolation and partíal characterizatíon of bactéria in an

anaeróbio consortíum that mineraUzes 3-chlorobenzoic acid. Applied ana Environmental

Microbiology. v.48; p.840-848.

SIViïTíi R.L.; KLUG, MJ. (1981a). Electron Donors Utilized by Sulfáte-Reducing Bactéria m

Eutrophic Lake Sediments. Applied and EnvironmentalMicrobiology. v. 42, n. l, p.116-

121.



154

SMFTH, R.L.; KLUG, MJ. (1981b). Reduction of Sulfür Compounds m the Sedíments of a

Eutrophic Lake Basin. AppliedandEnvironmentalMjcrobiology. v. 41,p.1230-1237.

SONNE-HANSEN, J.; WESTERMANK P.; AHRING, B.K. (1999). Kmetics of Sulfate and

Hydrogen Uptake by the Thermophilic Sulfate-Reducing Bactéria

Thermodesidfobactermm sp. Strain JSP and Thermodesulfovibrio sp- Strain RlHa3.

Appield and Environmental Microbiology. v. 65, n. 03, p. 1304-1307.

SPEECE, R.E. (1996). Anaeróbio Biotechnology for Industrial JVastewaters. Archae Press.

394p.

SPORMANN, A.M.; THAUER, R.K. (1988). Anaerobic acetate oxidation to 002 by

Desulfotomaculum acetoxidans. Demonstration of enzymes required for the operation of

an oxidative acetyl-CoA/carbon monoxide dehydrogenase pathway. Archives of

Microbiology. v. 150; p.374-380.

STANDART METHODS (1992) For the Examiüation ofWater and Wastewater. Ed(s) Amold

E. Greenberg. Leonore S. Clesceri, Andrew d. Eaton; AWWA-WEF; 18 edição.

VSTANIER, R.Y.; INGRAHAM, J.L.; WHEELIS, M.L.; PAINTER, P.R. (1987). General

Mïcrobiology; 5 edição; 689p.

STARKEY. R. (1986). Anaerobic Corrosion - Perpectives about Causes. In: International

Conference on Biologically Induced Corrosion. Gaythersburg. NACE. p.3-7.

TARDY-JACQUBNOD, C.; MAGOT, M., PATEL, B.K.C-; MATHERON, R.; CAUMETTE, P.

(1998). Desulfotomaculum halophilum sp. nov., a halophilic sulfate-reducing bactehum

isolated from oil production fácilities. ïntemational Joumal ofSystematic Bacteríology. v.

48, p. 333-338.

TEBO, B.M.; OBRAZTSOVA, A.Y. (1998). Sulfate-reducing bacterium grows with Cr C^I), U

(VI), Mn (IV) and Fe (ID) as electron acceptors. FEMS Microbiology Letters. v. 162, n.l,

p. 193-198.



155

TERRY, T.M. (1998). Animation of fhe Sulfür Cycle.

<http: //virtual, class. ziconn. edit/~terry/229sp99/Scycleamm. htmÏ>

TILLER. A,K (1986). A Review of the European Research Effort on Microbial Corrosion

Between 1950 and 1984. In: Intemational Conference on Biologically Induced Corrosion.

Gaythersburg. NACE. p.8-28.

VAN NIEL, E.WJ.; GOTTSCHALL, J.C. (1998). Oxygen consumption by Desulfovibrio

Strains with and without Polyglucose. Applied Environmeïal Microbiology.v. 64, n. 03, p.

1034-1039.

VARESCHE, M.B. (1997). Estudo com Bactérias Fotoíróficas anoxigênicas: Enriquecimento.

Isolamento, Caracterização e Cinética de Crescimento. Tese (Doutorado). Escola de

Engenharia de São Carlos, Universidade de São Carlos; 343p

VAZOLLER, R.F.(1993). Avaliação do Ecossitema Microbiano de um Biodigestor Anaeróbio

de Fhixo Ascendente e Manta de Lodo. Operado com Vinhaça sob Condições

Termofilicas. Tese (doutorado); Escola de Engenharia de São Carlos, Universidade de São

Paulo, 295p.

VIDELA, H.A. (1981). Biotecnologia - Corrosão Mícrobiológica. Editora Edgard Blücher Ltda.

62p.

VIDELA, HA. (1996). Manual ofBiocorrosion. CRC Press, Inc., 272p.

VIDELA, H. A. (1995). Corrosão Microbiológica e Biofouling em Sistemas Indzistriais. In:

Manual prático de Bioçorrosao e Biofoulmg para a Indústria. Ed(s) M.D. Ferrari; M.F.L.

de Mele; KA. Videla. p. 4-26.

VOORDOUW, G. (1995). The Genus Desnlfovibrio: The Centennial. Applied ana

EnvironmentalMicrobiology. v. 61; n. 8. p.2813-2819.



156

WESTLAKK D.W.S, SEMPLE, K.M, OBUEKWE, C.O. (1986). Corrosion by Ferric iron-

Reducing Bacteha ísolated from Oil Production Systems. In: Intemational Conference on

Biologically Induced Corrosion. GayÜiersburg. NACE. p. 193-200.

WHITE. D. (1995). The Physiology and Biochemístry ofProkaryotes. Oxford University Press,

Inc. led. 378p.

WIDDEL. F.; BAK, F. (1992). Gram-Negative Mesophilic Sulfate-Reducing Bactéria. In: The

Prokaryoíes. Ed(s). A. Balows, H.G. Trüper, M. Dworkin, W. Harder, K.H. Schleifer; v.2;

p.3352-3378.

WIDDEL, F.; HANSEN, TA. (1992). Tlie Dissimilatory Sulfate and Sulíur-Reducmg Bactéria.

In: The prokaryotes. Ed(s). A. Balows, H.G. Trüper, M. Dworkin, W. Harder, K.H.

Schleifer;v.lp. 583-616.

\ /WIDDEL, F. (1988). Microbiology and Ecology of Sulfate and Sulfür-Reducing Bactéria. In:

Biology ofAnaerobicMïcroorganisms. Ed. Alexander J. B. Zehnder. p. 469-585.

WIDDEL, F.; PFENNIG, N. (1984). Dissimilatory Sulfate or Sulfür-Reducing Bactéria. In:

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Vol. l. Ed(s) N.R. Krieg and J.G. Holt.

P.663-679.

ZEHNDER, A.LB.; STUM, W. (1988). Geochemistry and Biochemistiy ofAnaerobic Habitais.

In: Biology of Anaeróbio Microorganisms. Ed. Alexander J.B.Zehnder. John Wiley &

Sons. p.1-38.



157

ANEXO A



..i.LTi3Hn:'-i



158

Curva Padrão de Proteína

350

300
250 -\

200
150 -\

co
<
w
aa

o
tCO
o.
?0

100
50 -\

y = 679,13x - 1,492

R2 = 0,9992

0,1 0,2 0,3

absorbância

0,4 0,5

FIGURA A.l - Curva padrão de proteína total

45
40 -\

^) 35
ê 30 -\
o

ico
u<
co

^"^
c
O?o
c
oü

25 -

20 -

15 -

10 -

5 -

o

Curva padrão de Sulfato

y = 99,637x + 0,169

R2 = 0,9985

OJ 0,2 0,3

absorbância

0,4 0,5

FIGURA A.2 - Curva padrão de sulfato



~>^

''">.

"'"^.

>-^



O)
ü
c
oü

0,6

0,5

0,4o
ica

$ 0,3

0,2 ^

0,1 -\

o
o

159

Curva padrão de Sulfeto
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ANEXO B
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FIGURA B.1 Cron.ato^a obtido pela injeçâo do n,eio de cultura P.E.^, esterilizado e

acrescido das soluções estoque. O te»po de retenção S.970 corresponde ao

SUIfatopresente tant(> no meio de cultura quanto na fase "-l; o tempo de

retenção 11.S26 componde .o ácido Utico; o te<npo de mençâo"15:l26

pode estar relacionado ao tioglicolato; os demais são desconhecidos.
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FIGURA B.2 Cromatograma obtido pela injeçâo de uma solução de ácido fórmico e

acético. O tempo de retenção 13.710 corresponde ao ácido acético e o tempo

de retenção 12.833 pode estar relacionado ao ácido fórmico.
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FIGURA B.3 Cromatograma obtido pela injeção de uma solução de ácido pirúvico. O

tempo de retenção 6.193 corresponde ao sulfato presente na fase móvel e o

tempo de retenção 7.700 pode estar relacionado ao ácido pirúvico.
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PETRÓLEO BRASiLEÍRO S.Ã.
PETROBRAS

Rio de Janeiro, 11.03.97.

Aos Professores do LPA-SHS-EESC-USP
Dr° Eueêmo Foresti e Dra Rosana Füomena Vazoüer

Re£: Projeto CENPES/PETR.OBRAS - FIPAI/USP.

Prezados Eugênio e Rosana,

Quanto à Dissertação de Mestrado da Bióloga Sílvana de Queiroz Süva, consideramos

ser de extrema importância, já que consolidará a capacítação técnica na área. Seria

interessante, discutir-se a possibilidade de existir algum tipo de ofícialização por parte das duas

entidades (PETROBRAS/CENPES E USP/ LPA- SHS-EESC-USP). Para tal. numa

pnmeu-a etapa, deveria ser apresentado o plano de ação da tese em qi estão.

Atenciosamente,

/-^kl'^~^ c- . ^7 • /-7 c /ÍA/A^

Fátima C. M. Magalhães

^6ui(jo< dLi O.j

Mônica de O. Penna

FIGURA C.l -Trecho da carta do Cenpes/Petrobrás autorizando a publicação dos dados.
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FIGURA C2 - Origem da amostra SW1 (CENPES, 1996)




