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Resumo

ALMEIDA, E. Y. Resposta fisioldgica Acidithiobacillus ferrooxidans em meios ricos em
Cu (II), Mn () e Cr (ll1): biotecnologia na exploracéo espacial, 107f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnhologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2020.

Microrganismos extremofilos séo caracterizados por crescerem ou sobreviverem em
ambientes tidos como extremos, cujos fatores fisicos ou geoquimicos estéo fora das
faixas consideradas ideais para a maioria dos seres vivos. Ao se adaptarem a esses
locais inOspitos, esses organismos foram selecionados por terem diferentes
estratégias, como metabolismos diferenciados comparados aos considerados
padrdes. Entre esses microrganismos encontram-se 0s organismos quimiolitotroficos,
ou seja, aqueles autotréficos que conseguem usar compostos inorganicos para
obtencdo de energia e fixagdo de carbono. Um exemplo € a bactéria aciddéfila
Acidithiobacillus ferrooxidans capaz de oxidar formas reduzidas de ferro e enxofre
levando a formacdo de minerais como Schwertmanita e Jarosita. A Schwertmanita
(férmula ideal FesOs(OH)s(SO4)nH20) é gerada inicialmente, ndo possuindo uma
estrutura cristalina bem definida; numa segunda etapa, esse mineral se transforma
em Jarosita (formula ideal AFe3(S0a4)2(OH)s onde A € um Cétion mono ou divalente),
mineral com estrutura cristalina bem definida. Esses minerais tém a capacidade retirar
alguns metais do ambiente durante a sua formacéo, entretanto o mecanismo ainda
ndo foi elucidado. A precipitacdo biética de minerais de ferro tem implicacdes
importantes para estudos tanto da area basica, para entendimento da diversidade
microbiolégica do planeta, e também aplicada no contexto da Astrobiologia e
exploracdo espacial. A Astrobiologia dedica-se a estudar cientificamente origem,
evolucao, distribuigéo e futuro da vida tanto na Terra quanto a possibilidade de ocorrer
em outros corpos celestes. Baseado nessas informacdes, o presente projeto tem
como objetivo estudar a resposta fisiolégica da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans
frente a condicdes de meio com excesso de cobre divalente (Cu IlI), manganés
divalente (Mn I1) e cromo trivalente (Cr Ill). O intuito € analisar sua sobrevivéncia em
ambientes com quimiotoxicidade e verificar influéncias no precipitado. ApGs o
entendimento do metabolismo, analisar possiveis propostas de aplicacdo desses

conhecimentos nas areas de Astrobiologia.



Palavras Chave: Bactéria — Astrobiologia — Metais toxicos — Resisténcia —Exploracao

espacial



Abstract

ALMEIDA, E. Y. Physiological response Acidithiobacillus ferrooxidans in media rich in
Cu (I), Mn (1) and Cr (Ill): biotechnology in space exploration, 107f. Dissertation (Master
in Biotecnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2020.

Extremophiles microorganisms are characterized by growing or surviving in
environments considered to be extreme, whose physical or geochemical factors are
outside the ranges considered ideal for most living beings. When adapting to these
inhospitable places, these organisms were selected because they have different
strategies, such as different metabolisms compared to those considered standards.
Among these microorganisms are chemolithotrophic organisms, that is, those
autotrophic organisms that are able to use inorganic compounds to obtain energy and
carbon fixation. An example is the acidophilic bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans
capable of oxidizing reduced forms of iron and sulfur leading to the formation of
minerals such as Schwertmanite and Jarosite. Schwertmanite (ideal formula Fe808
(OH) 6 (SO4) nH20) is generated initially, not having a well-defined crystalline
structure; in a second stage, this mineral is transformed into Jarosite (ideal formula
AFe3(S04)2(OH)6 where A is a mono or divalent cation), mineral with a well-defined
crystalline structure. These minerals have the capacity to remove some metals from
the environment during their formation, however the mechanism has not yet been
elucidated. The biotic precipitation of iron minerals has important implications for
studies both in the basic area, for understanding the planet's microbiological diversity,
and also applied in the context of Astrobiology and space exploration. Astrobiology is
dedicated to scientifically studying the origin, evolution, distribution and future of life
both on Earth and the possibility of it occurring in other celestial bodies. Based on this
information, the present project aims to study the physiological response of the
bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans against medium conditions with excess
divalent copper (Cu Il), divalent manganese (Mn Il) and trivalent chromium (Cr 1ll). The
aim is to analyze its survival in chemotoxic environments and to verify influences on
the precipitate. After understanding the metabolism, analyze possible proposals for
applying this knowledge in the areas of Astrobiology.

Keywords: Bacteria - Astrobiology - Toxic Metals - Resistance —Space
exploration
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1.INTRODUCAO

O grupo Quimiosfera, fundado em 2014 no IQ-USP, tem se dedicado a
entender aspectos quimicos e biologicos da interagdo entre biosfera e ambiente,
usando como modelo microrganismos extremoéfilos (aqueles resistentes a condi¢cfes
ambientais extremas, conforme explicado no tépico 2.1). Nesse contexto, as

principais frentes de pesquisas abordadas pelo grupo séo:

1) Analise da resposta quimica de microrganismos extreméfilos a diferentes
condicbes ambientais, busca de moléculas que possam ser usadas como
bioassinaturas espectroscOpicas para Astrobiologia e possiveis aplicacfes

biotecnoldgicas;

2) Estudo da interagdo entre microrganismos quimiolitotroficos e o substrato
inorganico, entendendo sua importancia nos ciclos biogeoquimicos, como gerador de

bioassinaturas e para aplicacdes biotecnoldgicas;

3) Prospeccéo e caracterizacao de novos microrganismos para serem aplicados como
modelos para Astrobiologia, Biogeoquimica e exploracao espacial;

Percebe-se que apesar do grande enfoque do grupo para o entendimento
basico desses microrganismos na astrobiologia, (descrito no item 1.3.2), mas uma
vez que se estuda microrganismos de ambientes extremos, com metabolismos
variados, a busca por aplicacdes biotecnolégicas pode estar presente, fazendo com
gue pesquisa basica e aplicada andem juntas. A presente dissertacdo, a primeira do
grupo em biotecnologia aplicada a exploracéo espacial, ha o entendimento de alguns
processos fundamentais de organismos quimiolitotroficos, porém com o viés de
possiveis aplicacfes futuras em exploracao espacial.

Como exemplos de producgdes cientificas em cada uma das principais frentes

temos:

1) Estudo da resposta do microrganismo poliextremofilo Deinococcus radiodurans a

condicdes espaciais simuladas — Titulo do artigo: Probing the response of
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Deinococcus radiodurans exposed to simulated space conditions (de Araujo,
Rodrigues et al. 2020).

O estudo da bactéria Deinococcus radiodurans em simulacdo de condicdes
espaciais, que indicou que o dano nas membranas celulares ndo sédo os principais

causadores da inativacao celular da bactéria

2) Aplicacéo de técnicas analiticas (eletroforese capilar) na deteccao a biolixiviacdo
de metais pela bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans em amostras simulando
meteoritos — Titulo do artigo: Application of capillary electrophoresis combined with
conductometric and UV detection to monitor meteorite simulant bioleaching by
Acidithiobacillus ferrooxidans(Goncalves Silva, Yamassaki de Almeida et al. 2018)
Estudo para validar e propor combinacdo de duas técnicas experimentais,
eletroforese capilar e espectrofotometria UV, para monitorar o processo de
crescimento e lixiviacdo da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans. Esse estudo
indicou que essas duas técnicas combinadas podem ser utilizadas para a
monitoracdo de crescimento de microrganismos quimiolitotréficos em superficies de

meteoritos e asteroides, para exploracdo de metais preciosos.

3) Isolamento de leveduras de ambientes extremos no deserto do Atacama —
Titulo:UV —esistant yeasts isolated from a high-altitude volcanic area on the Atacama
Desert as eukaryotic models for astrobiology

Leveduras isoladas de amostras ambientas do Deserto do Atacama,
demonstraram ter alta resisténcia a radiacdo UV-B, UV-C e UV-ambiental, além de
capacidade de crescer em concentracdes salinas e baixa temperatura moderadas.
Esses dados indicam que esse microrganismos tem potencial para serem possiveis

organismos modelo na area da Astrobiologia (Pulschen, Rodrigues et al. 2015).
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) Microrganismos extremaofilos

Microrganismos ocupam 0s mais variados nichos na Terra (Seckbach and
Chela-Flores 2007) prosperando em locais em que a maioria dos seres Vivos
apresenta dificuldade, ou mesmo, ndo conseguem se adaptar. Muitos desses
organismos sobrevivem em ambientes considerados indspitos para a maioria das
formas de vida no planeta, sendo conhecidos como organismos extremofilos.
Basicamente, os extremofilos sdo caracterizados por resistir ou mesmo crescer em
um ambiente tido como extremo. Em algumas defini¢cdes, organismos que resistem a
ambientes extremos sdo chamados de extremo-tolerantes e aqueles que tém seu
otimo de metabolismo em um ambiente extremo sdo chamados de extremdfilos,
porém comumente o termo extremofilos € encontrado se referindo a ambos 0s casos.
J& os organismos que tém como condicfes otimas fora dos padrdes considerados
extremos, sdo chamados de mesofilos. A maioria dos extremdfilos é de
microrganismos pertencentes aos dominios Archaea e Bacteria, entretanto, também
h& eucariotos considerados extremoéfilos como leveduras (Duarte, Nobrega et al.
2012, Pulschen, Rodrigues et al. 2015) ou os tardigrados, bastante conhecidos.

Os ambientes extremos sdo aqueles que, permanentemente ou sazonalmente,
possuem variantes fisicas (como pressao, temperatura ou radiacdo) e geoquimicas
(como atividade de agua, pH, espécies reativas de oxigénio ou potencial redox) muito
diferentes das tidas como amenas para a vida, dificultando a viabilidade da maioria
dos organismos. Estes locais estdo distribuidos pelo planeta, como as regidoes
polares, vulcanicas, desérticas, fundo de oceanos, fontes hidrotermais, lagos
hipersalinos, lagoas acidas ou alcalinas e outras regides tidas como extremas para o
homem (Rothschild and Mancinelli 2001).

Como exemplo, podemos citar o Deserto do Atacama (Chile) que possui
grande variacdo de temperatura, baixo aporte de agua e de matéria organica, alto
fluxo de radiacéo ultravioleta, entre outros (Paulino-Lima, Azua-Bustos et al. 2013).
Outro exemplo é a Antartica, que em geral tem seu ambiente tido como extremo em
funcdo da baixa temperatura (e consequentemente baixa disponibilidade de agua
liquida), baixa disponibilidade de matéria orgénica, entre outros, apresentada em

algumas regides (Cavicchioli 2002).
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O Brasil, apesar de ser conhecido um pais tropical com clima
predominantemente ameno, apresenta uma grande diversidade de ecossistemas.
Séo 53, além de 600 diferentes habitats (Sayre, Bow et al. 2008, Bass, Finer et al.
2010). Alguns ecossistemas que sdo permanentemente ou sazonalmente extremos
devido a diferentes combinagfes de fatores climéticos, geoldgicos e fisico-quimicos.
A rica biodiversidade brasileira tem um grande potencial, todavia ainda é muito pouco
explorada para esse fim (Duarte, Nobrega et al. 2012, Genuério, Vaz et al. 2019).

Um desses ambientes, € 0 mangue da costa brasileira. Esses ambientes séo
anaerébicos com alta variabilidade de salinidade, podendo atingir altos valores (30-
37% de NaCl). Esta regidao, também possui matéria organica em alta quantidade que
pode ter fungdo inibitéria em alguns microrganismos, além da baixa quantidade de
nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio. Neste ambiente, alguns autores
(Vazquez, Holguin et al. 2000, Soto-Ramirez, Sanchez-Porro et al. 2008, Sahoo and
Dhal 2009) reportaram a presenca de alguns organismos haldfilos, extreméfilos que
vivem em ambientes com alta salinidade (Duarte, NObrega et al. 2012).

Um outro ambiente que podemos destacar é o Cerrado, a “Savana brasileira”,
gue ocupa quase 25% do pais. Grande parte deste bioma esta sujeita a grande
incidéncia de radiacao UV. O local também apresenta baixa disponibilidade de agua
devido ao indice de chuvas, com periodos de seca de 5-6 meses, além de outros
fatores como queimadas naturais. Outro fator chave da regido é o solo, 50% é
classificado como Ferralsol, ou seja, um solo pobre pois apresenta baixa quantidade
de nutrientes como P, K, Ca, S, Zn, B e Cu, mas que apresenta alta concentracdo de
oxidos de Fe e Al. Além da falta de nutrientes, o solo é acido (pH 4,8-5,1) com alta
concentracdo de matéria organica. Todas essas caracteristicas somadas a alta
temperatura da regido, fornecem a essa a classificacdo de extrema (Genuario, Vaz et
al. 2019).

Além do exemplo citado, podemos destacar outros biomas como a Caatinga e
regides hipersalina do entorno da lagoa Araruama (RJ), fontes termais de Caldas
Novas (GO), Nhecolandia (MS) e Baia de Sepetiba (RJ) (Duarte, NObrega et al. 2012).

A classificagéo dos organismos extremofilos é feita baseada no fator fisico e/ou
geoquimico fora do padrdo mesdfilo no qual o extremdfilo tolera e/ou cresce, como é

possivel de se observar na tabela abaixo:



Quadro 1: Principais classes de organismos extremofilos.
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Classe de
Extremoéfilo

Fator ambiental

Exemplo de Ambientes

Exemplo de

microrganismo

Hipertermdfilo

Altissima Temperatura

Fontes Termais, Regi6es com

Pyrolobus fumarii

(acima 80°C) atividade vulcanica
Termofilo Alta temperatura (Entre | Fontes termais, Regides | Aspergillus fumigatus
60 °C e 80°C) Vulcanicas
Psicrdfilo Baixa Temperatura | Neve, Gelo, Lagos Pseudomonas
(abaixo 15° C) syringae
Aciddfilo Acidez (abaixo de pH | Solos com altas concentra¢g8es | Acidithiobacillus
4) de sulfato, rios acidos ferrooxidans
Haldfilo Alta Salinidade Lagoas Salinas, Salares Halobacterium spp.
Alcalofilo Alcalinidade (Acima de | Lagoas Alcalinas Clostridium
pH 8) paradoxum
Radio- Radiacéo Solo, Reatores Nucleares Deinococcus
Tolerante radiodurans
Bardfilo Alta Pressao Fundo de Mar e Oceano Photobacterium sp.
(Piezdfilo)
Oligotréfico Nutrientes Escassos Lagos Antarticos, Fundo de | Caulobacter spp.

Oceano, Alpes

Toxitolerante

Produtos Quimicos
Toxicos / Metais
Toéxicos

Sitios de Despejo de Toxicos,
Areas Industriais

Rhodococcus sp.

Xerofilo

Baixa Atividade de
Agua

Superficies Rochosas, Locais
Hipersalinos, Fluidos Orgéanicos

Xeromyces bisporus

Fonte: baseado em Cavicchioli, 2002 e Rothschild, 2001.

Além de algumas espécies de organismos estarem bem adaptados para um

ambiente extremo especifico, temos algumas espécies que sdo adaptadas a

diferentes condi¢des extremas, os poli-extremofilos. Por exemplo, muitas espécies de

cianobactérias foram isoladas de fontes termais de Yellowstone a 70°C, em gelo e
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neve na Antartica, em desertos, lagos hipersalinos, lagoas alcalinas e em regifes com
alta quantidade de metais pesados (Paerl, Pinckney et al. 2000).

O cultivo de microrganismos de ambientes extremos representa um desafio
aos pesquisadores, uma vez que as condi¢cdes de cultivo em laboratério podem
precisar simular o ambiente natural. Muitas vezes estes extremofilos requerem
condi¢des muito particulares de crescimento que sado dificeis de se simular ou ainda
sdo desconhecidas (Duarte, Nobrega et al. 2012). Ressaltando que estima-se que
apenas 1% dos microrganismos séo cultivaveis em laboratorio (Tiedje, Asuming-
Brempong et al. 1999), presume-se que este numero para extremofilos deve ser
menor ainda.

Devido aos pontos citados acima, os extremofilos sdo utilizados em varias
areas de estudo. Um exemplo de pesquisa basica € o demonstrado em van de
Vossenberg e colaboradores (1998), que estudaram membranas lipidicas de
arquéias. Um exemplo da &rea aplicada, como na area biomédica, € o demonstrado
por Jorge e colaboradores (2016) que estudaram metabdlicos de extremofilos para

serem utilizados no tratamento de doencgas neuro-degenerativas.

2.2) Aplicac8es biotecnoldgicas de extremofilos

A biotecnologia, segundo a ONU, é definida como qualquer aplicacdo
tecnoldgica que utilize sistemas biologicos, organismos vivos, ou seus derivados, para
fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizacéo especifica. Este termo foi
definido na Conferéncia de Meio Ambiente e Desenvolvimento de 1992 (Weiss 1992).

De um ponto de vista histérico, a biotecnologia em seu inicio, devido a sua
abordagem disruptiva, levou a diversas controvérsias em questdes éticas, comerciais
e de seguranga, que geraram uma rejeicdo por grande parte da populacdo, sendo
associada, nos anos 80, a um risco ambiental e social. Entretanto, com o
desenvolvimento da area e de politicas de regulamentag¢do, como os instituidos pela
prépria ONU, a visdo popular vem se modificando. A entrega de varios beneficios
provindos da area, como novos tratamentos médicos e melhores processos
produtivos, associados aos riscos baixos devido a regulamentacéo, trouxeram uma
consolidacédo da biotecnologia como area essencial para o desenvolvimento da
sociedade contemporéanea (Plein 1991, Olson 2020, Szuplewska, Kulpinska et al.
2020).
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O impacto da biotecnologia na vida cotidiana € inevitavel. Algumas aplicacdes
sdo mais conhecidas pela maioria da populagcdo, como o0 processo dos
biocombustiveis (Peng, Fu et al. 2020). Entretanto, existem numerosas outras
aplicacdes que ndo sédo bem conhecidas fora dos circulos cientifico e industrial que
afetam a vida de milhares de pessoas diariamente. Como alguns exemplos: no ramo
alimenticio, as comidas sem lactose devido ao uso de lactase no processo de
fabricacédo; no ramo de roupas, as celulases que produzem os jeans com aspecto de
‘lavados na pedra”; ainda no ramo de roupas, as proteases e lipases que atuam nos
produtos de limpeza. No ramo da saude, ha os medicamentos como a insulina, que
foram produzidos em maior escala gracas ao uso de ferramentas biotecnoldgicas
(Coker 2016, Schroder, Burkhardt et al. 2020).

O estudo de extremofilos € importante nesse contexto, jA que 0S processos
industriais, em sua grande maioria, apresentam um ou mais fatores fisicos e/ou
qguimicos fora da faixa considerada ideal para a maioria dos microrganismos. Dessa
maneira, a utilizacdo de biotecnologia oriunda de estudos de extremdfilos apresenta,
em geral, um melhor rendimento produtivo comparado com os mesofilos. Essa
produtividade pode ser aplicada em uma gama de produtos comerciais, como por
exemplo na agricultura, mineragdo, nanotecnologia e outras &reas industriais
(Shrestha, Chilkoor et al. 2018, Schrdder, Burkhardt et al. 2020). Por exemplo, suas
enzimas, nomeadas como extremozimas, sdo o ponto de maior estudo para aplicacéo
atualmente (Dumorne, Cordova et al. 2017).

Extremozimas demostraram possuir atividade e estabilidade em temperaturas
extremas, baixa atividade de &agua e alta pressdo hidrostatica, o que séo
caracteristicas interessantes para aplicacdes biotecnoldgicas, ja que muitas reacdes
guimicas nos processos industriais, estdo nas condicfes extremas citadas acima
(Sellek and Chaudhuri 1999, Coker 2016). Um fator interessante, é que, antes do
estudo e aplicagbes de extremozimas, tentava-se modificacbes quimicas para
melhorar o desempenho de enzimas mesdbfilas, ou seja, aumentar o grau de
resisténcia aos padrbes o6timos da reacdo quimicas. Em resumo, tentavam
transformar enzimas mesofilas em extremofilas (Coker 2016).

Um exemplo bem conhecido de enzima derivada de extremodfilos em
biotecnologia € o da Taq polimerase, a enzima no cerne da reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) que revolucionou o cenario cientifico da época em que foi
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descoberta e que foi isolada da bactéria termofila Thermus aquaticus (Rothschild and
Mancinelli 2001).

Atualmente, diversos produtos no mercado utilizam no processo de producao
alguma dessas enzimas. Estima-se que mais de 3000 extremozimas ja estdo sendo
utilizadas na industria. Entretanto ainda existe uma enorme demanda por mais
produtos oriundos desses organismos extremofilos. O aumento citado, se deve a
diminuicdo de gasto no processo com a otimizacao das operacfes necessarias para
a obtencéo do produto final. Isto ocorre pois se reduz a quantidade de subprodutos
de dificil tratamento no processo total. Vale ressaltar que toda essa difusdo demonstra
como esses produtos biotecnoldgicos sdo bem aceitos no mercado, e que empresas
com selo verde tém maior valor de mercado, pois apresentam um maior branding
(Dumorne, Cérdova et al. 2017).

A importancia do estudo de extremdfilos neste contexto néo é recente, como
pode ser observado pela criagdo do projeto ‘Extremophiles as Cell Factories’ entre
1996-1999 pela Comissdo Europeia, ocorrendo incentivos na area desde 1982,
resultando na transferéncia de tecnologias para empresas (Zeikus, Vieille et al. 1998).

Apesar das extremozimas atualmente estarem em alta, a aplicabilidade de
extremofilos ndo se restringe somente as suas enzimas. Aplicacdes utilizando as
células inteiras, como as propostas de uso para a transformacdo de residuos
recalcitrantes de industria em baterias via sistemas eletroquimicos tém sido mais
comuns atualmente (Shrestha, Chilkoor et al. 2018). Uma aplicacéo interessante é o
desenvolvimento do NGIB, do inglés Next Generation Industrial Biotechnology, que
em traducéao livre significa Nova Geracao da Biotecnologia Industrial (Wang, Yin et al.
2014).

O NGIB, em sua esséncia, € uma proposta de microrganismo extremofilo
geneticamente modificado que promove alguns avan¢os nas metodologias utilizadas
na biotecnologia em escala industrial e laboratorial. Atualmente, as grandes
dificuldades na biotecnologia sédo atribuidas a fragilidade de contaminagédo dos
microrganismos modelos usualmente utilizados. Desta maneira, uma abordagem
para esse problema seria a utilizacdo de um organismo modelo capaz de prosperar
em um meio de cultura com caracteristicas quimica e fisicas tidas como extremas,
com o objetivo de reduzir a contaminagdo. O meio de cultura pode contar com
diversos tipos de compostos quimicos como metais toxicos, metano, acidos graxos e

diversas outras substancias, além de estar em condic¢des fisico-quimicas extremas
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visando uma sele¢&o do crescimento. Desta maneira, os organismos extremofilos se
encaixam neste contexto. O desenvolvimento de um modelo extreméfilo permitiria o
bioprocessamento em materiais ndo estéreis, podendo utilizar ceramicas, cimento ou
plastico de maneira continua, o que levaria a uma economia de energia elétrica, agua
e substrato, levando também a um procedimento operacional conveniente, segundo
os autores (Chen and Jiang 2018).

Outros contextos em que os extremafilos sdo aplicados é a Geomicrobiologia,
em especial no processo de biomineracéo. Isso ocorre porque alguns microrganismos
apresentam metabolismo e resisténcia necessarios para atuar nessas aplicacdes
biotecnoldgicas, uma vez que os ambientes em que ocorrem essSes Processos
apresentam com frequéncia alta toxicidade, acidez ou falta de matéria organica como
nutrientes (Srivastava and Srivastava 2018). Essas caracteristicas 0s projetam
também como bons organismos modelos para a Astrobiologia (Cavicchioli 2002).
Esses conceitos serdo apresentados nos subtdpicos seguintes.

Levando em consideracéo os tépicos abordados acima, temos que o estudo
de organismos extremofilos pode gerar grande conhecimento sobre a diversidade
ecolégica, além de fornecer oportunidades para aplicacbes em contexto
biotecnologico.

1.3.1) Geomicrobiologia

A Geomicrobiologia pode ser definida como o estudo do papel dos
microrganismos em processos geolégicos. Microrganismos desenvolvem um papel
chave nas diversas atividades geoldgicas associadas a biosfera como
biotransformacdes, ciclos biogeoquimicos, decomposicéo e formacéo do solo, entre
outros, sendo que o ponto central do processo € a transformagéo quimica de minerais
e metais. Estes organismos tem uma variedade de caracteristicas que podem afetar
a espécie, biodisponibilidade, toxicidade e mobilidade de um metal e a formacao,
dissolucéo e deterioracdo de um mineral (Gadd 2010, Gadd and Raven 2010).

A Geomicrobiologia, ou Biogeoquimica, € uma area interdisciplinar, uma vez
gue necessita de conhecimento em fisica, quimica e biologia para se entender a
interacdo bioldgica com a estrutura geoldgica. Esta area comecou a crescer quando

pesquisadores nas areas de geologia, mineralogia e geoquimica comecaram a
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perceber que os microrganismos tinham grande influéncia na dindmica geologica
(Warren and Haack 2001, Uroz, Calvaruso et al. 2009). Isto, junto com a descoberta
gue alguns minerais podem ser biogénicos, como carbonatos de célcio, silicatos e
oxidos ou sulfetos de ferro, etc (Gadd 2010).

Alguns exemplos de grupos importantes para a geomicrobiologia que estéo
diretamente ligados a transformacgfes geoquimicas sdo os oxirredutores de enxofre e
ferro, principalmente bactérias que podem degradar silicatos, carbonatos, fosfatos
além de outros minerais, de forma direta ou indireta, devido ao seu metabolismo
(Gadd and Raven 2010). A importancia desse grupo pode ser vista na nutricdo de
plantas. Os microrganismos que habitam a rizosfera alteram a disponibilidade de
fosfato e circulacdo de metais (Amundson, Richter et al. 2007). No solo, o
metabolismo microbiano gera mobilizacdo e transformacédo metdlica, processos que
estdo intimamente ligados as fases iniciais de formacao do solo e que influenciam
todo o bioma que vai se formar naquele local (Purvis and Pawlik-Skowronska 2008).

Como visto acima, metais e ions metalicos sdo componentes naturais do solo,
parte deles esta contida na forma mineral enquanto outra parte esta biodisponivel
para plantas e microrganismos (Gadd 2010), como compostos organo-metalicos.

Entender como os metais sdo modificados pelos microrganismos € altamente
importante, ja que esse conhecimento pode ser aplicado nos mais diversos ramos
comerciais. Os metais constituem cerca de 75% dos elementos conhecidos e sdo
amplamente distribuidos na biosfera, além de serem vitais para a nossa sociedade.
Entretanto, com o aumento da utilizacdo dos metais pela sociedade, levou também
ao descarte indevido desses materiais, transformando-o muitas vezes em
contaminantes. Essas acumulacdes de metais em habitats aquaticos e terrestres sédo
associadas com diversas alteracdes na biota e na saude humana (Sparks 2005).

Os metais tém como fontes naturais rochas e minerais. Entretanto por acdes
antropogénicas, acabam sendo dispersados para outras regides, gerando
contaminagdes. Como exemplos de a¢gbes humanas que geram poluicdo temos a
metalurgia, producgédo energeética, eletronicos, mineracgéo residuos de mineragéo e etc
(Landa 2005). Popularmente, existem metais considerados poluentes (Cr, Cu, Hg, Tl
e outros), enquanto outros metais sdo considerados essenciais para vida (Na, K, Fe,
Cu, Co, Mn e outros) (Gadd 2004, Sparks 2005). Esse viés popular € errdbneo, uma
vez que mesmo 0s metais considerados essenciais para a vida podem ser tOxicos em

alta quantidade assim como existem metais que podem ser essenciais ou toxicos,
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dependendo do estado de oxidagdo em que se encontra. Por exemplo, o Cr(Ill) € um
micronutriente importante enquanto o Cr(VI) € bastante toxico..

Apesar da toxicidade de alguns metais, diversos microrganismos conseguem
crescer e se desenvolver em locais onde ha contaminacéo. Estima-se que em todas
as localidades toxicas, tenha pelo menos um toxicotolerante, extreméfilos que vive ou
sobrevive em ambientes com compostos toxicos, capaz de crescer nesse ambiente.
Os mecanismos de resisténcia podem ser gerados pela mobilizacéo e transformacao
guimica dos metais, além de mecanismos celulares como bombas de efluxo,
compartimentalizacao celular e estruturas celulares que aprisionam ou impedem o
transito livre dos metais (Mowll and Gadd 1984, Gadd 2004, Gadd 2005).

Muitos microrganismos que biotransformam metais e minerais tém um grande
potencial no tratamento de poluicdo ambiental e alguns processos comerciais.
Conhecimento detalhado sobre as reagdes envolvidas nessas transformagdes podem
contribuir para a recuperacao de areas contaminadas (Gadd 2004, Gadd 2005).

As mudancas causadas por microrganismos em minerais e metais podem ter
consequéncias benéficas ou maléficas para a sociedade humana. Entender a
interacdo e as modificagBes causadas no sistema geoquimico, temos uma gama de
possibilidades de aplicacdes desse conhecimento em diversas areas da biotecnologia
(Gadd 2010). Algumas dessas aplicacdes serdo exemplificadas nos préximos
paragrafos.

Uma area nova no contexto da geomicrobiologia, que demonstra a importancia
da pesquisa na é&rea € a biomineralizacdo aplicada a construgdo civil. O
desenvolvimento da construcao civil na era moderna trouxe avangos para a sociedade
e, atualmente, € uma das areas com grande valor econdmico. No entanto, ha um
custo: estima-se que cerca de 40% do consumo de energia e 20% da emissao de
gases do efeito estufa sdo gerados na construcao civil. Por preocupacdo ambiental e
buscando a sustentabilidade, comegou-se a buscar fontes alternativas para materiais
cruciais como o cimento e o concreto. Tendo isto em vista, a biomineralizagao surgiu
como uma alternativa para se obter estes materiais, ganhando o nome de
biocimentizacdo. Estudos em laboratério demonstram que o uso de microrganismos,
como Bacillus sp. CT5 ou Shewanella sp., para a producdo desses materiais gera
beneficios estruturais e ecoldgicos. Como ecoldgicos, temos a reducdo da emissao
dos gases do efeito estufa e a diminuicdo da energia necessaria no processo de

gueima, por exemplo. No quesito estrutural o material apresenta menor porosidade,
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demonstra uma maior resisténcia a forca compressiva além de gerar uma maior
durabilidade da estrutura. Esta tecnologia pode ser aplicada de diversas maneiras,
como na producdo de novas estruturas e manutencdo de estruturas ja existentes.
Existem imensas possibilidades para essa area que ainda é nova, como otimizacdes
de performance estrutural, econdmica e sustentabilidade ambiental (Reddy 2013,
Achal, Mukherjee et al. 2015).

Ainda na area de constru¢cdes humanas, podemos destacar os estudos da
influéncia dos microrganismos em construcdes e artefatos humanos feitas de rochas.
Nesse caso, a atividade biolégica em construcdes e artefatos pode causar danos em
prédios ou esculturas antigas. A manutencao dessas estruturas construidas pelo
homem visa uma questao histérica e de seguranca, uma vez que alteracées na
composicdo de determinada estrutura pode afetar sua durabilidade, além da
importancia histérica de determinadas construgdes. Essa vertente visa entender como
a colonizacdo, biodeterioracdo e alteracdes de cor ocorrem, buscando assim
maneiras preventivas de evitar danos e melhores metodologias de restauracao. Existe
uma ampla variedade de microrganismos que vém sendo identificados que habitam
estes locais, sendo a comunidade com maior influéncia sdo os quimiolitrotréficos
fungicos (Gadd 2017).

Outra area que mostra a aplicabilidade dos estudos de como os
microrganismos interagem com o0 meio geoldgico é a biomineracdo, que € uma
abordagem da mineragdo que usa microrganismos para retirar de regolitos (camada
de sedimentos resultantes da fragmentacéo de rochas subjacentes) matéria prima util
e de valor econbmico. Essa tecnologia é a aplicacdo da capacidade de alguns
microrganismos de extrair alguns elementos, como por exemplo ferro, cobre ou
manganés, de rochas. As vantagens do processo tecnoldgico utilizando bactérias sao
compativeis com os seguintes requerimentos de aplicacdo (Watling 2006):

- Investimento de capital moderado, com baixo custo de operacéo;

- Recuperacao de metais em grau apropriado de minérios e restos de materiais
contendo baixa quantidade de metais;

- Uso de poucos solventes toxicos, se comparado a hidrometalurgia, e geracéo
de poucos poluentes com baixo consumo energético, se comparado a pirometalurgia;
- Necessidade de equipamentos basicos e simples de serem utilizados.

O mecanismo de acdo, em geral, se deve a producdo de compostos

inorganicos ou acidos que fazem com que o cation do elemento desejado fique
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solavel. Este processo ja é utilizado, e nos Ultimos anos comegou a se aumentar a
aplicacdo dessa metodologia em industrias. Por exemplo, 20-25% do cobre é
produzido utilizando tal método. Biomineracdo € uma tecnologia ecologica e que
apresenta beneficios econémicos comparados com as tradicionais hidrometalurgia e
pirometalurgia como a quantidade de energia elétrica e compostos quimicos
necessarios. No caso dos compostos quimicos de maneira geral, alguns processos
das metalurgias tradicionais necessitam de compostos téxicos. Além disso podemos
adicionar a alta producao de subprodutos poluentes, o que ndo ocorre com a pratica
da biomineracdo. Apesar de todas essas vantagens, esse processo ainda apresenta
muitas vezes uma baixa cinética e rendimento inferiores aos processos tradicionais,
sendo esses 0s maiores entrave para uma ampla aplicacdo, uma vez que se estima
gue o processo bioldgico precise ter 20% de vantagem sobre o tradicional para ser
aplicado. Adicionalmente, € necessario fazer um forte controle ecol6gico para que as
a utilizacdo dos microrganismos estranhos aquela regido ndo afetem gravemente o
sistema ecoldgico ja presente ali (Watling 2006, Loudon, Nicholson et al. 2017,
Pathak, Morrison et al. 2017).

O desenvolvimento dessa tecnologia esta em crescimento, tanto que esta
sendo cotada para o uso na exploracao espacial (Loudon, Nicholson et al. 2017). O
tema sera discutido mais a frente na secdo de Astrobiologia.

Tendo em vista os pontos destacados, temos que o estudo da interacdo dos
microrganismos com sistemas geoldgicos nos fornecem conhecimentos que nos
ajudam a entender desde questdes basicas como a formacao de algumas estruturas
geoldgicas e suas dindmicas, como nos fornece instrumentos altamente aplicaveis
em diversas areas-chave da nossa atual sociedade, como a construcao civil e a
manutencdo de marcos historicos, além do desenvolvimento de metodologias
aplicaveis como a biomineracéo para a geracao de capital ou recuperacao de locais

de interesse.

1.3.2) Astrobiologia e exploracao espacial

A Astrobiologia é a area do conhecimento dedicada a entender origem,
evolugdo, distribuicdo e futuro da vida na Terra e a possibilidade de existir fora dela
(Cockell 2020).
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Sua origem remete a reestruturagéo do programa de Exobiologia da NASA (do
inglés National Aeronautics and Space Administration — Administragdo Nacional da
Aeronautica e Espaco, em traducéo livre), agéncia espacial americana, que surgiu no
inicio da exploracdo espacial e com missdes a outros planetas impulsionada pela
corrida espacial ocorrida na Guerra Fria. Entre outros objetivos, a NASA buscava
entender o efeito do ambiente espacial na vida e proteger a Terra de eventuais formas
de vida existente em outros ambientes, metas que incluiam a busca por indicios de
vida atual ou passada em planetas como Marte. O processo de desenvolvimento do
programa de Astrobiologia teve como ponto crucial a criagdo do Instituto de
Astrobiologia da NASA (NAI) em 1998, um dos pioneiros no tema (Blumberg 2003).

Isto ocorreu pois os cientistas da NASA entenderam que se fazia necessario
a melhor compreensao da vida na Terra, avaliando suas caracteristicas e limites para
utiliza-la como modelo para buscar vida extraterrestre, tendo em vista que 0s Unicos
exemplos de seres vivos que se tem conhecimento séo terraqueos. Por exemplo,
guando se pensa na possibilidade de vida em outro planeta, uma das perguntas que
surge é sobre sua origem. E necessario, ainda, conhecermos bem o cenario e as
condicbes para o surgimento da vida na Terra, antes de podermos extrapolar o
mesmo evento para outros planetas (Galante, Silva et al. 2016).

A partir desta reformulacdo ocorreu a expansdo do seu escopo visando
entender a vida na Terra por um ponto de vista mais amplo, entendendo sua conexao
com o sistema planetario e com o ambiente astrofisico. Seu escopo pode ser definido
com base em trés perguntas fundamentais: “Como a vida surge e se desenvolve em
um planeta?” “Existe vida em fora da Terra?” e “Qual é o futuro da vida na Terra e em
outros lugares?” (Des Marais, Nuth 11l et al. 2008).

O estudo dessas questdes basicas leva a essa area do conhecimento utilizar
ferramentas da interdisciplinaridade e multidisciplinariedade, pois é necessario
conhecimento em diversas areas para se atingir as respostas. Como exemplo
podemos citar o entendimento do clima de um exoplaneta candidato a abrigar vida,
gue é um fator importante para o desenvolvimento de seres vivos. Nesse estudo se
faz-se necessaria interacdo das areas de astrofisica, geologia, quimica e
meteorologia para se definir as condi¢des do clima no planeta e entdo se avaliar a
possibilidade de um organismo conseguir viver nessas condicdes ambientais
(Galante, Silva et al. 2016).
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Abordando a questéo da possibilidade de vida em locais extraterrestres, os
microrganismos extremofilos sdo excelentes modelos de estudo no campo da
astrobiologia, por terem estratégias para viver em ambientes extremos, ajudam a
definir os limites fisicos e quimicos em que a vida como conhecemos € capaz de
funcionar, ampliando planetas e luas que possam ser considerados habitaveis
(capazes de suportar a vida como a conhecemos). Uma vez que nao se espera que
esses ambientes extraterrestres sejam amenos para a vida, o estudo de organismos
gue vivem em ambientes extremos é fundamental (Rothschild and Mancinelli 2001,
Cavicchioli 2002). Além disso, € um consenso geral que a Terra primitiva tinha
condi¢cbes extremas quando a vida se originou (Horneck and Rettberg 2007) e o
estudo de extremoéfilos pode nos ajudar a entender como eram as primeiras formas
de vida e como evoluiram. Nesse contexto, nosso planeta possui ambientes que sédo
analogos a alguns locais extraterrestres, como por exemplo regiées polares, sitios
geotermais, locais aridos, lugares com baixo ou alto pH, sitios com alta presséo ou
salinidade, entre outros (Duarte, Nobrega et al. 2012).

Um exemplo interessante gerado pelo estudo dos extremdfilos, € a hipétese
de que a vida na Terra poderia ter sido originada por um inéculo e subsequente
colonizacdo da superficie terrestre por microrganismos extraterrestres, teoria
denominada da panspermia (Morell 1996, Davies 1998). Essa hipdtese se baseia nas
caracteristicas de Archaeas hipertermdfilas e autotréficas, que suportam altas
temperaturas e conseguem sintetizar compostos organicos, como Methanococcus
jannaschii, poderiam suportar viagens espaciais desde que aprisionadas no interior
dos meteoritos onde a temperatura muitas vezes nao ultrapassa 40°C, além de
fornecer a protecdo a radiacdo Ultravioleta (UV) e com os compostos inorganicos
essenciais para suas sinteses autotréficas (Weiss, Kirschvink et al. 2000). Um
empecilho para essa teoria seria 0 tempo de viagem do meteorito entre planetas,
porém mostrou-se que alguns meteoritos chegaram a fazer esse percurso em menos
de 10 anos (Weiss, Kirschvink et al. 2000) além de que alguns microrganismos podem
entrar em um estado de laténcia, como os esporos de Bacillus que foram reativados
apos 25-45 milhdes de anos (Cano and Borucki 1995). Além desses fatores,
demonstrou-se que o0s microrganismos podem suportar as forcas geradas pelo
impacto de ejecéo do planeta ou reentrada (Mastrapa, Glanzberg et al. 2001). Todos

0s pontos citados acima fazem com que a hipotese da panspermia seja plausivel,
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abrindo assim um campo de estudo ainda ndo muito bem explorado entre a interacéo
de meteoritos e microrganismos (Cavicchioli 2002).

Alguns dos possiveis candidatos para vida em ambientes extraterrestres, e
sobretudo onde a fotossintese ndo é tdo eficiente, sdo os quimiolitotroficos
extremofilos, especialmente redutores de enxofre. Tragos de enxofre foram
encontrados em Europa, uma das luas de Japiter, detectada pela sonda Galileo,
sendo de fonte enddgena, muito possivelmente pela atividade vulcanica da lua lo
(Seckbach and Chela-Flores 2007). Além disso existe um potencial oceano abaixo da
superficie congelada de Europa, conforme detectado pela sonda Cassini, € uma
temperatura possivelmente capaz de sustentar a vida que conhecemos. Essas
caracteristicas de Europa levam aos quimiolitotréficos redutores de enxofre, serem
bons candidatos a organismos que poderiam viver nesse local (Seckbach and Chela-
Flores 2007, Altair, de Avellar et al. 2018).

Os estudos de microrganismos, entretanto, ndo servem apenas para modelo
de vida em ambientes extraterrestre. Estes seres podem ser utilizados em diversos
processos tecnologicos, como acontece aqui na Terra, que estdo no cerne de
desafios para operacbes em plataformas orbitais e postos avangcados em outros
planetas (Horneck, Klaus et al. 2010, Moissl-Eichinger, Cockell et al. 2016). Como
exemplo, microrganismos podem ser utilizados para executar ou ajudar em uma
ampla gama de tarefas complexas como extracdo de minerais de rochas
extraterrestres, producao de alimento e oxigénio para um sistema de suporte a vida,
reciclagem de lixo, producéo de biopolimeros e promover o crescimento de plantas
modificando as condi¢des do solo (Cockell 2010).

A importancia de se conseguir recursos oriundos do proprio ambiente espacial,
seja de asteroides e meteoroides, seja do proprio planeta que se ira explorar, em
postos avancados, € a melhor maneira a longo prazo para a manutencdo desta
instalacdo, pois reduz a massa, energia e custo de transporte de materiais
indispensaveis além de criar uma autossuficiéncia (Montague, McArthur IV et al.
2012).

Uma atividade bem discutida € o uso da biomineracédo, que, se puder ser
aplicada em solo extraterrestre, fornece a possibilidade de se utilizar os regolitos
encontrados em Marte ou outro corpo, como fontes de componentes para a
manutencdo humana e de recursos. Regolitos como os basaltos encontrados em

Marte, contém cations bioessenciais como Ca?*, Mg?*, Fe?*, Fe®*, K* e Na*, além de
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micronutrientes como Cu?* e Zn?* (Raafat, Burnett et al. 2013). Asteroides também
sdo conhecidos por conterem recursos uteis, como ferro, niquel e aluminio ou mesmo
elementos extremamente raros na Terra, como platina, rédio e iridio e is6topos néo
encontrados na Terra como o 3He que sdo interessantes para a aplicacdo de
biomineragdo. Interagbes microbianas podem ser aplicadas também visando
controlar e prevenir a movimentacao de regolitos e ser utilizada como percursor para
a formacao do solo (Loudon, Nicholson et al. 2017). Diversos estudos (Gonzalez-Toril,
Martinez-Frias et al. 2005, Gronstal, Pearson et al. 2009, Goncalves Silva, Yamassaki
de Almeida et al. 2018), tém indicado a possibilidade de crescimento de
microrganismos em meteoritos.

A identificacdo desses regolitos € passo crucial para o avanco da exploracao
espacial e, visando este objetivo, a NASA e a ESA veem desenvolvendo diversos
equipamentos portateis e miniaturizados de medida de minerais, como equipamentos
de fluorescéncia de raios X, de difracéo de raios X, de espectroscopia de emissao
atdbmica induzida por laser (Ex: LIBS), espectrometros no infravermelho e Raman. Por
exemplo, um espectrémetro Raman miniaturizado esta sendo preparado para para
ser colocado como instrumentacdo analitica nos proximos robds de exploracao
espacial em Marte, visando identificar minerais dessas matrizes rochosas
extraterrestres e também para se procurar matéria organica, sinais de vida ou de
resquicios de vida, as chamadas bioassinaturas (Das and Hendry 2011).

A técnica de espectroscopia Raman fornece informacdes sobre os modos
vibracionais de uma molécula e, indiretamente, sobre a estrutura molecular.
Dependendo do sistema, pode fornecer também estimativa da cristalinidade,
informacgdes basicas de simetria estrutural e indicios de mudanca de composicao
elementar. O uso dessa técnica experimental tem grande potencial no ramo da
astrobiologia, pela gama de informacdes fornecidas em cada analise, tem boa
sensibilidade na identificacdo de compostos puros ou misturas, podendo identificar
compostos chaves como minerais de interesse para exploracdo ou biomarcadores.
Outra vantagem € que nao necessita de preparacdo de amostras (Pérez and
Martinez-Frias 2006, Villar and Edwards 2006).

Pelo lado financeiro, apesar de parecer uma aplicagdo longinqua e ainda néo
existir nenhum dado econémico sobre a exploracéo espacial usando biomineracgéo, o
movimento do mercado econdmico sobre o contexto espacial estd em alta. Muitas

especulacdes sdo veiculadas na midia além de algumas empresas e agéncias
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governamentais tomando a frente para desenvolver tecnologia nesse nicho de
mercado que ainda est4 nos primeiros passos.

Um exemplo que demonstra o interesse por parte de empresas privadas na
exploracéo espacial, € que 3 empresas inicialmente comecaram a reunir recursos e
tecnologias visando uma futura empreitada. As empresas sao SpaceX, Boeing e Blue
Origin, que possuem programas proprios para chegar até Marte. As empresas citadas
Sa0 as primeiras empresas privadas que comecgaram a reunir recursos e tecnologias
visando uma futura exploracdo espacial (Paydao 2017). Depois dessas iniciativas,
outras organizacbes comecaram a ter interesse ou foram criadas, como € o caso da
Breakthrough Prize Foundation, uma organizacgdo fundada pelo bilionario russo Yuri
Milner. A ideia da instituicdo € chegar até Encélado, uma das luas Saturno. Esse
interesse surgiu apds o0 sucesso da missédo Cassini que estudou esta lua e detectou
um oceano de agua em Encélado (Farinaccio 2017).

Adicionalmente, conhecer o metabolismo dos extreméfilos e as implicacbes
geradas no ambiente, geram a possibilidade saber como procurar sinais de vida
nesses ambientes, através das chamadas bioassinaturas (Parnell, Cullen et al. 2007).
Bioassinaturas ou Biomarcadores, sdo metabdlitos ou outras substancias quimicas
de natureza quimica organica ou inorganica que podem identificar um tipo particular
de organismo vivo bem como fésseis moleculares derivados da decomposicédo de um
organismo (Summons, Albrecht et al. 2008). Essa hipdtese levando-se em conta
também outros fatores para a vida como temperatura, presséao e etc.

O ponto central para uma molécula ser considerada um biomarcador é nao ter
sido gerada por uma fonte abidtica. Para se avaliar sua origem utilizam-se medidas
como isomeria, fracionamento isotopico, entre outros. No entanto, ainda nao existe
um protocolo padrao para se avaliar a origem de uma molécula. Como esta area exige
muita preciséo, utilizam-se uma abordagem multitécnicas em paralelo com outras
estratégias cientificas visando o entendimento da molécula e o ambiente geoldgico
em foi encontrada. Apesar de diversos estudos na area, incluindo andlises
metabolémicas para a identificacdo de compostos quimicos com potencial, apenas se
propbem biomarcadores, ndo existindo um unico bem estabelecido na literatura
(Cady, Farmer et al. 2003, Seyler, Kujawinski et al. 2020).

Tendo em vista as consideracdes acima, € possivel ver que o estudo do
metabolismo de organismos extremofilos no contexto da astrobiologia fornece

modelos de organismos para busca de vida extraterrestre. Olhando para um viés mais
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aplicavel, temos a proposta de uso destes organismos no contexto de exploracdo
espacial, tanto para manter uma base humana fora da Terra quanto para a obtencéo

de recursos economicamente interessantes, como metais.

2.3) Acidithiobacillus ferrooxidans

O microrganismo Acidithiobacillus ferrooxidans, antigamente nomeado como
Thiobacillus ferrooxidans, € uma bactéria gram negativa da classe y-proteobacteria,
acidofila, toxicotolerante, fixadora de nitrogénio, autotréfica (fixadora de carbono) e
gue nao apresenta processo de esporulacdo. Morfologicamente apresenta forma de
bacilo, 0,5 - 0,6 um de largura e 1,0 — 2,0 um de comprimento, um flagelo que Ihe
fornece motilidade e em geral apresenta-se individualmente ou em pares, dificilmente
em cadeias. Comumente apresenta em suas culturas EPS (do inglés Extracellular
Polymeric Substances em traducdo livre Substancia Extracelular Polimérica),
geralmente lipopolisacarideos, que tém funcéo de adesédo ao substrato, entre outras.
Seu 6timo de crescimento é 30°C e pH = 2, sendo que esses valores podem variar
conforme a cepa (Gehrke, Hallmann et al. 2001, Daoud and Karamanev 2006, Valdés,
Pedroso et al. 2008).

Esta bactéria € comumente encontrada em diversos ambientes naturais onde
existe grande quantidade de compostos de enxofre e muitas vezes onde ha ferro,
como, por exemplo, areas de mineracdo, drenagem &cida de minas, habitats
marinhos, lagos acidos e centros de tratamento de residuos. Estudos ecolégicos séo
dificultados pelos métodos de cultivo que ndo conseguem fornecer dados, tanto
gualitativos quanto quantitativos, que permitem selecionar isolados e identificar
cepas. Isto € bem evidente pelo seu dificil cultivo em meios solidos, onde seu
metabolismo autotréfico e producdo de acido sulfdrico atrapalham qualquer tipo de
visualizagao eficiente e manutencéo do meio (Bergamo, Novo et al. 2004).

Alguns estudos reportam que em analises biomoleculares, culturas que se
acreditavam ter apenas um isolado havia uma mistura de cepas de Acidithiobacillus
ferrooxidans com caracteristicas filogenéticas diferentes (Quatrini, Appia-Ayme et al.
2009). Diferentes cepas tém diferencas relevantes, como por exemplo resisténcia a
metais toxicos, o que pode influenciar a viabilizacdo de propostas de aplicacao

biotecnoldgica (Cabrera, Gomez et al. 2005).
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Esta bactéria, além de conseguir viver em ambientes com caracteristicas
extremas (como por exemplo o baixo aporte de matéria organica), ganha destaque
por ser quimiolitotrofica, ou seja, usa a energia quimica de compostos inorganicos
presentes na litosfera ou dissolvidos na agua, tornando-os interessantes para
diferentes estudos, sendo um dos modelos mais estudados na literatura (Madigan,
Martinko et al. 2016).

Este quimiolitotréfico obtém ATP a partir da oxidacdo de cations Fe?* ou de
espécimes com S (na forma de sulfeto, S%, ou enxofre elementar, S°) para a forma
mais oxidada (Fe3* ou SO4%) com a liberacdo de elétrons, assim disponibilizando
potencial redutor para a reducdo de oxigénio molecular. A transferéncia desses
elétrons fornece a energia necessaria para a fosforilagcdo oxidativa de forma a permitir
a producao do ATP a partir do ADP e de poder redutor via NADH (Lundgren and Silver
1980, Appia-Ayme, Quatrini et al. 2006).

Desses esses dois casos, o enxofre € mais energético, pois enquanto o
processo envolvendo ferro fornece apenas 1 elétron, de Fe?* para Fe3*, o enxofre
pode partir do estados -2 (ex: S%) ou 0 (ex: S) e ser oxidado até +6 (ex: SO4%), de
forma que a oxidacdo de sulfeto para sulfato pode gerar 8 elétrons e de enxofre
elementar para sulfato 6 elétrons (Madigan, Martinko et al. 2016).

A oxidacdo do ion ferroso segue a seguinte reacao bioquimica global em

condi¢cBes aerobicas, simplificada (Daoud and Karamanev 2006):

4 Fe?* + 02+ 4 H" - 4Fe® +2H0

Modelos que explicam como ocorre bioquimicamente o processo de oxidacao
de Fe?* e espécimes de enxofre até a obtencéo de ATP ou NADH, tém sido propostos,
sendo que a cascata responsavel pelo primeiro esta mais bem descrita e a do
segundo é ainda menos conhecida (Quatrini, Appia-Ayme et al. 2009, Madigan,
Martinko et al. 2016).

Atualmente, o modelo da cascata de oxidacédo que € gerada pela oxidacéo do
Fe?* melhor aceita, pode gerar ATP ou NADH ao seu final. Sendo que a cascata que
leva a producédo de NADH é contra o gradiente de potencial redox uma vez que a
dupla Fe(ll)/Fe(lll) apresenta potencial redox 0,7 V e a dupla NAD(P)/NAD(P)H

apresenta potencial -0,3 V. Propde-se que essa cascata utiliza energia da forca
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elétron/préton motriz para ocorrer. Este modelo pode ser visualizado na figura 1, a

seguir:

Figura 1: Modelo de oxidac&o de Fe Il em A. ferrooxidans ATCC23270. Proteinas estéo indicadas com
0 nome do gene ou operon que as codificam, com exce¢do da ATPase e complexo NADH, sendo este
Gltimo com o nome NDH1.

2Fg*2 . 2Fe*?

Membrana
Externa

H+

Membrana
Interna

e ™

NAD*+H*  NADH ADP+P,  ATP

Fonte: Modificada a partir de Quatrini et al., 2009; Liu et al., 2011.

A cascata se inicia com a oxidacdo do Fe?* pela proteina Citocromo C
codificada e representada por Cyc2, em seguida os elétrons vao para Rusticianina
codificada e representada por Rus. Esse ponto é a bifurcacédo do sistema, a regulacao
de qual sera o caminho a ser seguido pelo elétron é feita pelo balanco de
disponibilidade de NADH e ATP na célula, ainda ndo bem descrito. Na cascata que
leva a geragdo de ATP, o elétron é transferido para Citococromo Cas codificado e
representado por Cycl que reduz a proteina terminal da membrana citoplasmatica
Citocromo oxidase tipo aas, representada como aas, que leva o elétron ao aceptor
final O2 com o bombeamento de um proton H* para o periplasma. Por fim o ATP é
sintetizado via a translocacao do proton para o citoplasma. A via que leva a producgéo
de NADH comeca com a transferéncia do elétron para Diheme Citocromo Ca
codificada e representada por cycAl, que reduz o complexo Citocromo bci (Complexo
[1l, ubiquitinol-citocromo c redutase) codificada por bcl. Por fim, este complexo
transfere via quinol (QH2) para o complexo de NADH que promove a redugédo do

NAD*. Nestas duas ultimas etapas ocorre o bombeamento de H* para o citoplasma,
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e especula-se isto seja responsavel pela transferéncia do elétron contra o potencial
redox (Quatrini, Appia-Ayme et al. 2009, Madigan, Martinko et al. 2016).

Vale ressaltar, apesar da diferenca de pH no citoplasma (pH = 6,5) e do
periplasma (pH = 3), essa “forga préton motriz natural” ndo desencadeia a produgao
de ATP, ndo se sabe ainda como € inibida producéo de ATP por esse possivel sistema
(Madigan, Martinko et al. 2016).

Figura 2: Modelo de oxidacdo de espécimes de enxofre por Acidithiobacillus ferrooxidans 23270.
Abreviacdes estao contidas no texto.

Membrana
Externa

Periplasma

_________ A
\j \ / @ B —s HO
H,S H-S“—H/) ———— 2H'+120,
Membrana é / H* r‘ i3
Interna (DrsE ) \ m L2H+1020,

J—+HO
H
GSSH ”' (w4172 o,

/
GSH+5sO2  ?
Citoplasma 7
SO + AMP* e 4+ APS?

7
APS? 3P2 30,2+ ATP + H*

Fonte: Quatrini et al., 2009 modificada

O modelo de cascata que utiliza espécimes de enxofre em Acidithiobacillus
ferrooxidans, ilustrado na figura 2, ainda ndo € muito bem elucidado. O modelo que
se propde tem como ponto central Quinolona, representada por QHz, que recebe os
elétrons provenientes de proteinas da membrana citoplasmatica que oxidam os
diferentes espécimes de enxofre. Os complexos proteicos que oxidam espécimes de
enxofre propostas no modelo s&o 3. A proteina Sulfeto Quinona Redutase,
representada por SQR, oxida H2S enquanto que o Tiosulfato Quinona Redutase,
representada por TQR, oxida tiossulfato, o produto dessa oxidacao é transformado
novamente em tiossulfato via proteina Tetrationato Redutase, representada por TetH
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e que esta ancorada na membrana externa. No caso da Heterodisulfeto redutase
(HDR), ocorre a oxidacdo da Glutationa obtido pela conversao de enxofre insollvel,
através da cascata de Enxofre Transferase (DsrE, TusA e Rhd). Ponto interessante
da oxidacéo do enxofre inorgéanico, € que o produto gerado pela HDR passa por uma
reacao que leva a formacao de Adenosina-5’-fosfosulfato (APS), ainda néo se sabe a
enzima responsavel pela reacédo, que é utilizada como substrato da ATP sulfurilase
(SAT), gerando ATP ao fim. Apés QH2 receber os elétrons, os transfere diretamente
para complexos oxidases terminais bd ou bos ou indiretamente para aas via o
complexo Citocromo bci (Complexo I, ubiquitinol-citocromo ¢ redutase). Ocorre
também a transferéncia de elétron do QHz para o complexo NAD1 que realiza a
producdo de NADH. Esses complexos estdo na membrana citoplasmatica e
promovem a bombeamento de um ion H* para o periplasma levando a formacéo da
forca préton motriz, que é fundamental para o funcionamento da ATPase (Quatrini,
Appia-Ayme et al. 2009).

Devido ao seu metabolismo oxidante do ion ferroso e Fe-sulfetos, sao
formados minerais de Fe3* hidroxisulfatos. Sendo que, em condicdes ambientais e
em culturas de laboratérios sdo encontrados a Schwertmannita (féormula idealizada
FesOs(OH)s(S04)*nH20) e minerais do grupo da Jarosita (férmula idealizada
AFe3(S04)2(OH)s). Na formula idealizada da Jarosita, podemos observar o sitio “A”,
gue comumente em solucdes de biolixiviacdo e meio liquido para microrganismos
oxidantes de ferro, € ocupada por um ion monovalente K*, NHs* e Na*, mas outros
cations monovalente, ou cétions divalentes podem ser incorporados na matriz da
Jarosita (Jones, Bigham et al. 2014).

No aspecto historico, apesar dos dois minerais sempre estarem associados,
foram descritos pela primeira vez em locais diferentes e por pesquisadores diferentes.
No caso da Jarosita, sua descoberta ocorreu em 1852 em ravinas na costa sul
montanhosa da Espanha no distrito de Jaroso, tempos depois 0 mineral ganhou o seu
em nome em homenagem ao local de sua descoberta (Buckby, Black et al. 2003). J&
a Schwertimannita, foi encontrada durante a caracterizacao de precipitados coletados
de uma mina de drenagem acida em Ohio, Estados Unidos. O nome desse mineral €
em homenagem ao Prof. Schwertmann que contribui para o conhecimento quimico
de 6xidos de ferro (MURAD 1994).

Pouco cristalina e laranja, a Schwertmannita, e a Jarosita, amarela e bem

cristalina, sdo encontradas em conjunto na maioria das vezes, tanto em minas de
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drenagem &cida, quanto em ambientes naturais, gerados ou ndo por acao biolégica
(Wang, Bigham et al. 2006). O que altera qual fase é dominante nos precipitados
depende do pH e a concentracdo dos cations monovalentes. No caso da acidez do
meio, temos que em pH variando de 2,8 e 4,5 prevalece a Schwertmannita enquanto
gue em valores mais baixos a dominancia é da Jarosita (Wang, Bigham et al. 2006).

No caso de formacdo bioldégica desses minerais, a Schwertmannita,
metaestavel, atua como fase solida percursora da formacdo da Jarosita. A
transformacdo é dependente das caracteristicas do meio em que se encontram.
Como, por exemplo, a mudancga de Schwertmannita para NH4*/H3O" Jarosita ocorre
em temperatura de 36 a 45°C, tempo de incubacgéo de 19 a 40 dias, concentracdo de
amoénio de 11,4 a111,4 mM e meio acido com pH por volta de 2 (Wang, Bigham et al.
2006).

Tradicionalmente se distingue esses minerais de forma qualitativa pela
coloragéao(Jones, Bigham et al. 2014), algo que acontece comumente com amostras
desses minerais de origem abibtica ambiental. As cores de minerais provém
informacgdes Uteis como origem e permitem suas classificacdes (Ramos, Inda et al.
2020). Assim como as amostras de solo, os precipitados obtidos das culturas de A.
ferrooxidans séo classificadas segundo o sistema de cores Munsell, no qual a
Schwertmannita apresenta coloracdo alaranjada de tonalidade 8YR e a Jarosita
apresenta coloracdo amarelada de tonalidade 1-4 Y (Munsell 1905, Jones, Bigham et
al. 2014).

O método de Coloracdo de Munsell € uma metodologia de classificacao das
cores conforme sua tonalidade, saturacdo e brilho (Munsell 1905). Esse método é
aplicado em diversos contextos como as cores de tintas, arqueologia e na
mineralogia, sendo esse Ultimo o0 nosso interesse. A aplicacdo do sistema
colorimétrico de Munsell é tdo difundido para classificacdo mineralogica, que o
sistema ganhou um préprio nome MSCC, sigla de Munsell Soil Color Charts, ou Mapa
de Cores Munsell de Solos (Milotta, Furnari et al. 2020). No contexto atual, alguns
pesquisadores da area, como Mancini e seus colaboradores, estdo buscando maneira
de automatizar, via inteligéncia artificial e banco de dados, o sistema classificacéo
Munsell correlacionado com caracteristicas elementais dos solos utilizados (Mancini,
Weindorf et al. 2020). Dentro desse mesmo contexto de utilizar técnicas de Data
Science, temos Milotta F e colaboradores, buscando criar um sistema focado em

realizar a datacéo de pecas arqueoldgicas (Milotta, Furnari et al. 2020).
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Os minerais oriundos da precipitacdo gerada pela Acidithiobacillus
ferrooxidans séo utilizados em algumas aplicacdes tecnoldgicas, podemos citar 0 uso
da Schwertmannita como pigmento industrial enquanto a Jarosita é usada como
sequestrante de ferro na hidrometalurgia (Wang, Bigham et al. 2006).

Estudos recentes indicam que a Jarosita, é especialmente precipitada devido
ao metabolismo da Acidithiobacillus ferrooxidans, ainda nao se conhece totalmente o
mecanismo de precipitacdo, nem mesmo se a precipitacdo ocorre de maneira direta
ou indireta devido ao metabolismo bacteriano. Estudos indicam que durante o
processo de formacao desses precipitados, ocorre 0 sequestro e/ou incorporacéao de
alguns cétions em sua estrutura, incluindo metais potencialmente toxicos para
organismos vivos. O mecanismo sequestro desses cations também é muito pouco
conhecido, ndo sendo possivel afirmar se ocorre por adsor¢cdo ou incorporacao na
cadeia (Min, Li et al. 2017). A ultima hipétese sobre esse mecanismo, é que ocorre
imobilizacdo desses metais via camada de passivacdo que se forma
concomitantemente a formacédo do precipitado nas culturas do microrganismo
(Piervandi, Darban et al. 2020). A camada de passivacdo € uma pelicula de
compostos quimicos que reduzem o potencial eletroquimico de determinada
superficie.

Esta caracteristica pode ter aplicacdo biotecnoldgica, sendo a biomineracéo
um dos exemplos. Outro fator interessante, € que a presenca desses minerais podem
indicar a existéncia e/ou ao menos a pré-existéncia de agua (Frost, Wills et al. 2006),
0 que é relevante no contexto de ciéncias planetarias e busca de vida em outros
planetas, como Marte.

O estudo da Acidithiobacillus ferrooxidans apresenta também um grande viés
biotecnologico, pois seu metabolismo utiliza ciclos de oxirredugdo de metais, que
pode ser aplicado em processos de remediacdo em locais contendo contaminacao
por metais e industrialmente na biomineragao (Gao, Liu et al. 2020). Na natureza esse
microrganismo exerce um papel fundamental no ciclo biogeoquimico dos metais.
Produtos gerados pelo seu metabolismo, como o Fe3* e H2S04, sdo componentes
essenciais para o processo de mobilizacdo dos metais no solo, como por exemplo o
arsénio (Valdés, Pedroso et al. 2008). Entretanto, a producdo descontrolada de &cido
sulfurico, sobretudo em minas abandonadas, onde Fe:S2 é exposto ao ar, pode
causar o fenébmeno conhecido como drenagem acida de minas, causando grande

erosao no solo.
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Esse organismo € dominante no uso de biohidrometalurgia no processo de
biolixiviagdo ou biomineracdo, mais descrito abaixo. Além de ser utilizada em
atividades de desulfurizacdo de gases acidos, tratamento de drenagem acida de
minas e desulfurizacéo de carvéao.

No contexto da biohidrometalurgia, a aplicagdo ocorre especialmente pela
capacidade de dissolucao de sulfetos metélicos (MexSy, onde MeY* é um ion metalico).
Este processo possivelmente ocorre por uma via indireta causada pela oxidacao do
Fe?* em Fe®* pela bactéria. Para metais de carga +2, o Fe3* gerado lixivia esse metal,
representado por Me, através da seguinte reacdo quimica, de maneira simplificada
(Jensen and Webb 1995):

2Fe3* + MeS — Me?" + S0 + 2 Fe?*

Um dos casos de utilizacdo mais conhecida € no processo de extracdo do
cobre. Como citado anteriormente, 20-25% mundialmente € produzido via
biolixiviac&o utilizando uma cepa especifica de Acidithiobacillus ferrooxidans (Pathak,
Morrison et al. 2017).

O cobre apresenta toxicidade celular, gerando danos na membrana celular e
na estrutura do DNA em organismos de maneira geral, além de impactar na atividade
de determinadas enzimas (Dopson and Holmes 2014). Estudos das cepas de
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 e ATCC 53993, indicaram genes
relacionados a resisténcia ao cobre. Na primeira cepa, foram identificados cop genes,
gue codificam para ATPases do tipo-P relacionadas ao transporte do metal (Navarro,
Orellana et al. 2009). Ja na segunda cepa, foram descritos todas as possiveis ilhas
genbmicas ATPases e Cus system de resisténcia (Orell, Navarro et al. 2010).

Aléem da resisténcia a cobre, a A ferrooxidans, apresenta resisténcia a
determinados outros metais téxico, como cadmio, zinco, cromo, manganés e niquel
(Cabrera, Gomez et al. 2005). Um dos mecanismos de resisténcia a esses metais
pode estar associada a presenca de polyP genes, que codificam para polifosfatases
inorganicas. Estudos indicam que essas moléculas apresentam importante papel na
adaptacédo fisioloégica de bactérias a mudancas de ambientes e estresse (Orell,
Navarro et al. 2012). Outro mecanismo indicado é relacionado aos produtos dos
genes afe, especificamente, aqueles da familia NRAMP (natural resistance-

associated macrophage protein) (Zhang, Wu et al. 2013).
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Voltando as aplica¢gfes industriais de Acidithiobacillus ferrooxidans, podemos
citar sua utilizagédo para a eliminacdo de gas sulfeto de hidrogénio (H2S), subproduto
de muitos sistemas modernos de biogas. Sulfeto de hidrogénio € um composto
guimico altamente toxico e usualmente removido por sistemas de depuradores ou
mecanismos semelhantes ao processo de Clauss (Nemati, Harrison et al. 1998). O
processo na primeira etapa envolve a utilizacdo de uma solucéo de Fez(SOa4)3 que
reage com H2S gerando como produto S, H2SOs4 e FeSOs. Acidithiobacillus
ferrooxidans atua na segunda etapa oxidando o ion ferroso gerado. Desta maneira o
ferro retorna a sua forma mais oxidada que pode novamente reagir com H2S, assim
voltar o ciclo. (Nemati, Harrison et al. 1998)

Nas ultimas décadas, diversos estudos de biolixiviagdo de metais utilizando
cepas de Acidithiobacillus ferrooxidans vém sendo realizados. Nos anos 1990, foi
realizados estudo da biolixiviagcdo de metais potencialmente toxicos de lodo de
esgoto, que tém se mostrado eficientes e custo efetivos comparados com métodos
fisicos e quimicos, sendo que Acidithiobacillus ferrooxidans foi um dos
microrganismos mais significativamente utilizados para esses estudos (Tyagi and
Couillard 1987, Couillard and Chartier 1991, Sreekrishnan and Tyagi 1996). No anos
2000, alguns estudos demonstram uma possivel aplicacdo do processo de
biolixiviacdo no tratamento de lama industrial para a recuperacdo de Cromo (Shen,
Tyagi et al. 2003, Fang and Zhou 2006, Fang and Zhou 2007, Zheng, Zhou et al. 2009,
Min, Li et al. 2017).

Ja nessa ultima década, o estudo esta sendo direcionado a recuperacao de
metais de valor econémico de componentes eletrébnicos como placas de circuitos
elétricos, pecas de computadores ou celulares, lampadas fluorescentes entre outros.
Esse tipo de estudo € muito importante para o futuro, ja que a quantidade de lixo
eletrbnico tem aumentado exponencialmente com o0s avangos tecnoldgicos,
principalmente no ramo da comunicacgéo (Arshadi and Yaghmaei 2020, Priya and Hait
2020).

Entretanto, a viabilizacdo do uso da bactéria em meio contendo matéria
organica é prejudicada, uma vez que estes componentes promovem a inibicdo do seu
crescimento, principalmente acidos organicos. Uma alternativa que esta sendo
colocada é a utilizagcdo de co-culturas com bactérias do género Acidiphilium, que
usam matéria organica como fonte de carbono, desta maneira contornando o

problema e aumentando a eficiéncia do processo (Cabrera, Gomez et al. 2005, Liu,
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Yin et al. 2011, Priya and Hait 2020).Outro ponto importante, durante 0 nosso
trabalho, tentamos realizar a cultura em meio de cultura sélido, entretanto o pH acido

do meio o torna fragil e quebradico, se tornando inviavel realizar experimentos.

2.4) Consideragdes finais

Analisando todas as caracteristicas colocadas anteriormente, podemos notar
gue estudos com a bactéria extremdfila Acidithiobacillus ferrooxidans tém grande
potencial, podendo gerar novas aplicacdes tecnoldgicas no ramo da geomicrobiologia
e podendo ser aplicada em areas como biomineracgédo e exploragéo espacial.

Esse potencial, de forma enxuta, se deve ao ciclo redox dos metais Fe e S que
geram mudancas significativas no ambiente em que a bactéria se encontra, podendo
ser o0 processo de lixiviagao de algum metal ou a sua coprecipitacdo. Além disso,
temos a sua toxicotolerancia que pode ser explorada em diversos contextos, mas
principalmente em biorremediacao.

Essa caracteristica € interessante para o campo da astrobiologia, pois nos
fornece dados que podem ajudar a propor um modelo de vida que consiga sobreviver
em um ambiente extraterrestre baseado no metabolismo de metais como fonte de
energia, como por exemplo meteoritos e alguns planetas em que a luz solar é
insuficiente para abastecer a fotossintese, além de ndo haver disponibilidade de
matéria organica. Os precipitados gerados pela bactéria, Jarosita e Hematita foram
recentemente detectados na superficie do planeta Marte, o que abre a possibilidade
da existéncia de um organismo com metabolismo semelhante (Amils, Gonzalez-Toril
et al. 2007), caso fontes abidticas possam ser descartadas. Outro ponto relevante,
estudos indicam que solucgées ricas em Fe*3 fornecem protecédo contra radiacdo UV,
dessa maneira, ions de ferro se tornam elementos interessantes para a vida, pois
muitos ambientes extraterrestres apresentam alta incidéncia desse tipo de radiacao
(Gomez and Amils 2002, Gomez, Aguilera et al. 2007). Além disso o estudo dessa
bactéria oferece a oportunidade de possibilidades para entender metabolismos
alternativos no passado da Terra, como no periodo Arqueano (Valdés, Pedroso et al.
2008), e mesmo em outros corpos celestes, como Europa (Altair, de Avellar et al.
2018). Abordando um outro viés, pode se explorar o contexto de biomineracdo

espacial, uma vez que a obtencdo de alguns metais de fontes n&o terrestre, uma
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bactéria que consiga realizar essa fungdo é altamente interessante para o
estabelecimento de uma base espacial, lunar ou marciana, e mesmo como fonte de
recurso para o nosso planeta.

No presente trabalho, a resposta fisiolégica da bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans cepa brasileira LR (Garcia Junior 1991), foi analisada, de maneira geral,
frente aos ambientes com excesso dos metais Cu(l)I, Mn(ll) e Cr(lll). Uma vez que
essa cepa brasileira ainda nao possui estudos na literatura analisando sua
toxicotolerancia e efeitos no precipitado causados por esses metais toxicos. Tal
estudo é importante pois cada cepa pode apresentar diferentes caracteristicas
(Cabrera, Gomez et al. 2005) e esta cepa se mostra interessante uma vez que foi
isolada de uma mina de uranio (Garcia Junior 1991). Minas de uranio, em geral
apresentam pH baixo, altas concentracfes de sulfato, presenca de outros metais
potencialmente téxicos e de radiacdo (Arnold, Baumann et al. 2011).

Pelo ponto de vista da astrobiologia e da exploracédo espacial, esses metais
sdo ainda pouco estudados, mas podem estar presentes em asteroides, meteoritos e
em outros planetas ou luas, de forma que a caracterizacdo de sua toxicidade bem
como a resposta metabolico em meios com esses metais € de grande importancia
para modelos de vida extraterrestre e biomineragéo.

Nesse contexto, o presente trabalho faz parte de uma linha de pesquisa do
grupo, envolvendo outros estudantes, de usar a bactéria Acidithiobacilus ferrooxidans
como modelo para geomicrobiologia na astrobiologia e na exploracdo espacial,
entendendo sua interagdo com meteoritos de ferro e com minerais presentes em
outros planetas, efeito da presenca de outros metais em conjunto com o ferro,
utilizacdo dos minerais formados para geracdo de produtos (exemplo: solo para

plantio de alimentos) entre outros.
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3.0BJETIVOS

Esse projeto tem como objetivo geral caracterizar a atividade da bactéria
Acidithiobacillus ferrooxidans, cepa LR, em ambientes contendo metais
potencialmente tdéxicos e que podem estar presentes junto com o ferro, seja em
culturas com solu¢des monoelementares ou multielementares. Nesse contexto, esse
projeto tem como objetivos especificos:

e Auvaliar toxicotolerancia da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans em meios de

cultura com excesso de Cu(ll), Mn(Il) e Cr(lll);

e Andlise do crescimento do microrganismo nos meios contendo os metais
toxicos;

e Analise da resposta fisiologica para aplicacdo em ambientes extremos de
toxicidade por esses metais, no contexto da astrobiologia e da biomineracao
para exploracao espacial;

e Analise da composicdo dos precipitados obtidos nas diferentes culturas
utilizando os métodos de espectroscopia de Absorcdo Atbmica, de

Reflectancia UV-Vis e espectroscopia Raman.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1) Microrganismo Modelo

O microrganismo utilizado nesse estudo € a bactéria acidofila Acidithiobacillus
ferrooxidans, cepa LR cedida ao grupo pela professora Dra. Denise Bevilaqua
(Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica da
UNESP — Araraquara), sendo que esta cepa, LR (Lagoa Real - Bahia), foi isolada de

lixiviado &cido de minas de uranio como descrito por Garcia (1991).

4.2) Condigdes de Cultivo

O cultivo do microrganismo foi realizado em meio mineral T&K modificado por
Bergamo e colaboradores(2004) para A. ferroxidans, cepa LR (Garcia Junior 1991).
Este meio liquido é composto por duas solucdes, A e B, que foram misturadas na
proporcao 4:1, respectivamente, em pH = 1,8, acidificado com H2SOa4. A primeira,
Solucado A é composta de (NH4),SO, (0,625 g/L), K2HPO4 (0,625 g/L), MgS04.7H20
(0,625 g/L) e autoclavada a 120°C por 15 minutos enquanto a Solucdo B, apenas
sulfato de ferro (FeSOa4.7H20; (167 g/L)), filtrada com membrana de acetato de
celulose 0,22 ym (Tuovinen and Kelly 1973). O meio inoculado foi mantido sob
agitacdo de 170 rpm a 30° C em erlenmeyers de 40mL. O repique ocorreu quando a
coloracdo do meio atingia 8YR com aliquota em 2% (volume / volume).

O repique ocorre nesta coloracéo, pois quando ocorre o consumo do Fe?* pela
bactéria, coloracdo azulada, ocorre a formacédo de Fe®*, que apresenta a coloragédo
8YR, também indicada por vermelho tijolo. A medida da coloracéo foi realizada pelo
uso do aplicativo Color Mine v1.08, que faz uso da camera do celular para indicar a
coloracéo do material analisado.

Para cada metal foi feita uma solucéo inicial de 0,1M, sendo utilizados sais de
sulfato (CuSO4, MNnSO4 e Cr2(S0a4)3). A quantidade adicionada dessas solucdes foi
baseada no valor em mols de Fe?* no meio, sendo que estudos realizados dentro do
préprio grupo indicam que a forma mais eficiente de se atingir concentracdes mais

altas desses cations metalicos adicionados a solucdo de ferro € mantendo a
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concentracdo do ferro e adicionando de outros demais céations lentamente, em
concentragcdo crescente de uma cultura para outra, para que a bactéria ajuste seu
metabolismo e acostume com esses elementos.

Com a evolucéo dos resultados foi necessaria a utilizacdo de meio T&K cobre
e manganés, que consistem no meio de cultura descrito no paragrafo anterior com a
adicdo do sal do metal de interesse na concentracdo de 2M.

Cultivos foram realizadas 2 tipos de cultura com contaminantes:
monoelementar e multielementar. Contendo os 3 metais alvo (multielementar) e com
a adicdo de apenas 1 dos 3 metais alvo (multielementar). Além do controle negativo,
sem adicdo de microrganismos, para avaliar a esterilidade do meio e do material

utilizado.

4.3) Medida de crescimento por fotometria

Por ser um organismo que precipita mineral durante seu metabolismo, a
analise do crescimento da cultura ndo pode ser feita por medida de densidade Optica.
Houve a tentativa de crescimento em meio solido, entretanto ndo se obteve éxito na
tentativa. Métodos de medida moleculares que estavam a disposicdo ndo eram
efetivos devido a condigéo extremofilas do meio de cultura. Dessa forma, para estimar
a taxa de crescimento da Acidithiobacillus ferrooxidans, usou-se um método
colorimétrico (espectroscopia no UV-VIS, equipamento Thermo Scientific™
NanoDrop 2000c) baseado na complexacdo do ion Fe(lll) com solucéo de tiocinato
de potéassio acidificada com acido sulftrico (coloracdo vermelha intensa), enquanto
gue o ion Fe(ll) foi complexado com solucao de fenantrolina e tamponado com acetato
de sadio (solucdo amarela alaranjada), como descrito por Mendham e colaboradores
(2000). Apos efetuada a curva de calibracédo, foi possivel quantificar o teor de Fe(ll) e
Fe(lll) na solucéo, inferindo o crescimento do organismo. Para a quantificacéo da fase
mineral, uma aliquota do experimento foi centrifugada, o sobrenadante descartado e
o precipitado foi lavado com igual volume de H2S0O4 0,1mol.L. O processo foi repetido
e o precipitado final foi solubilizado com igual volume de HCI 1 mol.L* e o Fe(lll)
complexado com tiocianato e medido como descrito acima. Este experimento foi
realizado em colaboracdo com o mestre e doutorando no mesmo grupo Gabriel

Goncalves Silva.
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O cultivo foi realizado em triplicata em frascos de 50 mL contendo 20 mL de
cultura. Aliquotas de 300 uL foram retiradas inicialmente de 3 em 3 horas até o limite
de deteccédo do Fe(ll). ApGs esse periodo as aliquotas foram espacadas para 8 em 8
horas. A medida em UV-Vis do complexo de Fe(lll) /Tiocianato foi feita em 470 nm
enquanto o complexo Fe(ll) /[Fenantrolina foi feita em 520 nm.

Os dados foram tratados utilizando Microsoft Excel 2016 MSO, em que 0s
valores de concentracao de Fe(lll) do controle negativo sédo diretamente subtraidos
do valor do teste em cada ponto, desta maneira, retirando assim o viés de oxidacao
natural que ocorre. Os graficos foram criados utilizando o programa OriginPro 8.6.0
(32bit).

Esta metodologia esta descrita no seguinte artigo publicado pelo grupo
“Application of capillary electrophoresis combined with conductometric and UV
detection to monitor meteorite simulant bioleaching by Acidithiobacillus
ferrooxidans”(Goncgalves Silva, Yamassaki de Almeida et al. 2018).

4.4) Recuperacao do precipitado

Para a recuperacdo dos metais foram testadas duas metodologias, referidas
nesse trabalho com metodologias A e B, desenvolvidas no decorrer do projeto ja que
a literatura ndo ha uma metodologia consistente para tal processo. Os cultivos foram
submetidos as metodologias propostas por 21 dias de incubacdo a 30°C e depois
armazenadas em geladeiras por 7 dias.

A metodologia A se inicia com a realizacdo da raspagem do mineral depositado
na parede do frasco, seguido da centrifugacao de todo o meio de cultura e retirada do
sobrenadante. Ao fim suspendeu-se o precipitado em &gua destilada e essa
suspensao foi colocada em placa de Petri aberta para secagem in natura, temperatura
ambiente, por 7 dias.

Para a segunda, metodologia B, realizou-se a raspagem do mineral depositado
na parede do frasco e deixou-se o mineral decantar na propria vidraria em que a
bactéria foi cultivada. Em seguida retirou-se o meio de cultura e lava-se com agua
destilada 3 vezes, ao fim suspendeu-se o precipitado em agua destilada e essa
suspensao foi colocada em placa de Petri aberta para secagem in natura por 7 dias.
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4.5) Caracterizacdo dos precipitados utilizando técnicas espectroscoépicas

Para a caracterizacdo dos precipitados gerados pelas culturas realizadas nas
etapas anteriores foram realizadas as técnicas de espectroscopia de Absorcéo
Atomica (AAS, da sigla em inglés para ‘atomic absorption spectroscopy”),
espectroscopia Raman e espectroscopia de reflectancia no ultravioleta e visivel (UV-
VIS).

4.5.1) Espectroscopia de Absorcao Atdmica

Empregou-se um espectrometro de absor¢gdo atdmica com chama Vario 6
(Analytik Jena, Jena, Alemanha) equipado com lampada de correcdo de fundo de
deutério e lampadas de catodo oco, uma especifica para cada um dos metais, como
fonte de radiacdo. Para medir cobre, o equipamento é operado em 324,8 nm, para
manganés, em 279,5 nm e para cromio, em 357,9 nm. Os demais parametros
instrumentais foram ajustados de acordo com recomendacdes do fabricante (Fluxo ar
(L h'Y)/acetileno (L h't): 400/50; Fenda: 1,2 nm; iHCI: 3 mA).

As amostras, inicialmente sélidas, foram dissolvidas utilizando HCI P.A.10%,

pois 0 equipamento opera apenas com amostras liquidas.

4.5.2) Espectroscopia Raman

Para analises de espectroscopia Raman foi utilizado o instrumento Bruker
RFS-100/S, equipado com detector de Germanio resfriado com nitrogénio liquido e
laser de ND3+/YAG com comprimento de onda de 1064 nm. Espectros foram obtidos
com resolucdo espectral de 4 cm. Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Espectrometria de Molecular (LEM) no 1Q-USP. Para o processamento dos
espectros, utilizou-se o programa Fityk versao 0.9.8 (Wojdyr 2010). Foi realizado a
normalizagéo utilizando distribuicdo Lorentziana (Tanabe and Hiraishi 1980) e calculo
da largura a meia altura da banda.

Esta técnica foi utilizada pela praticidade aliada a rapidez além da necessidade
minima de preparo de amostra, sendo uma das técnicas que esta sendo miniaturizada
para ser enviada a Marte. Uma vez que agua e gases em geral quase ndo sao ativos
em Raman, essa técnica pode ser aplicada em amostras aquosas sem grandes

prejuizos, diferentemente de espectroscopia FTIR. Facilidade de manuseio,
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portabilidade e interpretacédo de dados séo trés grandes vantagens no contexto de
exploracéo espacial (Das and Hendry 2011).

4.5.3) Espectroscopia de Reflectancia UV-Vis

Avaliacao do espectro de reflectancia difusa na regido do ultravioleta e visivel
do precipitado, realizada utilizando o espectofotdmetro Varian Cary 50 UV-vis Bio
equipado com uma sonda de reflectancia difusa Barrelino™ (Harrick Scientific
Products, Inc.). Esta técnica foi realizada no Laboratério de Quimica de Pigmentos
Naturais, coordenado pelo Prof. Dr. Erick L. Bastos, 1Q-USP. Essa técnica foi
escolhida inicialmente por sua praticidade, portabilidade e facilidade de medida,

sendo de grande importancia na astrobiologia e na exploracédo espacial.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Medida de crescimento em cultivo em meio de ferro isento dos metais
alvo

Nesse primeiro estudo, 0 meio usado continha apenas ferro e ndo os metais
alvo desse estudo: Cu(ll), Mn(ll) e Cr(lll).

Inicialmente, foi realizada a curva de padrdo de crescimento da bactéria
Acidithiobacillus ferrooxidans, cepa LR, em meio T&K modificado sem adi¢do de
metais téxicos em sua composi¢ao utilizando o método de complexacdo descrito em
Medham e Colaboradores (2016) com analise espectrofotométrica em UV-Vis
(Goncgalves Silva, Yamassaki de Almeida et al. 2018).

O gréfico da curva da taxa de crescimento estd apresentado na figura 3:

Figura 3: Curva de concentracéo de Fe(ll) e Fe(lll) na solucado e Fe(lll) do precipitado (apés dissolugéo)

em cultura utilizando o meio T&K sem adi¢do de nenhum metal pesado.
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Como descrito na literatura (Cabrera, Gomez et al. 2005, Daoud and
Karamanev 2006, Quatrini, Appia-Ayme et al. 2006, Quatrini, Appia-Ayme et al. 2009),
a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans oxida Fe(ll) para a obtencdo de energia
levando a formacao de Fe(lll), e por efeito do metabolismo bacteriano, ocorre a
formacdo de precipitado, Schwertimannita que no primeiro momento que se
transforma em Jarosita, exatamente o que foi observado no experimento. Inicialmente
observou-se uma grande concentracao de Fe(ll), oriunda do meio de cultura, que com
o decorrer do cultivo foi diminuindo, enquanto houve o aumento da concentracao de
Fe(lll) (esta, inicialmente € baixa porém nao nula, uma vez ha uma quantidade minima
gue é adicionada no momento do indculo). Isto indica que a bactéria estava realizando
a oxidacao de Fe(ll), que foi totalmente consumido em por volta de 36 horas, apos o
qgual este ion nao foi mais detectado. Se analisarmos o padrédo das curvas obtidas,
podemos observar que apresentam o padrdo exponencial, tipico de curvas de
crescimento bacterianas (Madigan, Martinko et al. 2016), desta maneira, havendo
uma correspondéncia entre as duas curvas, no qual podemos tracar um paralelo entre
a producéao de Fe(lll) com o crescimento do microrganismo.

Apbs 36 horas de cultivo, temos o aparecimento de precipitado detectavel pelo
método analitico e visualmente perceptivel ap6s 48 horas de cultivo; segundo
informacdes da literatura (Cabrera, Gomez et al. 2005, Daoud and Karamanev 2006,
Quatrini, Appia-Ayme et al. 2006, Quatrini, Appia-Ayme et al. 2009) e por analise
visual da coloragcdo, pode-se inferir que se trata da Schwertmannita.
Concomitantemente com o aumento da quantidade de precipitado ocorre a diminuicédo
do Fe(lll) solubilizado no sistema, indicando a precipitacdo desse ion para a possivel
formacéo da Schwertimannita. Estimou-se, fazendo um paralelo com o padréo tipico
de curva de crescimento bacteriano, que nesse periodo o cultivo estava em fase
estacionaria.

Em relacdo aos controles, nenhum deles apresentou grande mudancga na
coloracdo do meio ou uma precipitacdo consideravel Fe(lll), sendo que os dados
obtidos a partir deles serviram para validar a esterilidade do material utilizado e
adequacao das curvas retirando o viés natural da oxidacéo do Fe(ll), mesmo que seja
valores baixos.

Os dados neste topico apresentam concordancia com a literatura estabelecida

sobre a bactéria, como o tempo de cultivo, que esta dentro do tempo (48hs) indicado
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na literatura para o crescimento da A. ferrooxidans (Devasia and Natarajan 2010,
Zhang, Zhang et al. 2020), validando o método. A validacdo deste método €
importante uma vez que possibilita o melhor entendimento do crescimento da A.

ferrooxidans, o que pode ser utilizado em diversas aplicacdes em estudos posteriores.

5.2) Cultivo em meio de cultura contendo 0os metais potencialmente toxicos
alvo desse estudo

Inicialmente, foi realizado o experimento submetendo a Acidithiobacillus
ferrooxidans em meio multielementar, com o conjunto dos metais alvo (Cu ll, Mn Il e
Cr Ill). O primeiro cultivo teve a concentragéo total desses metais de 0,56% do teor
(em mol) de Fe(ll) em solugdo, o que corresponde a cerca de 1,35 x 102 mol/L de
cada metal para cada repique aumentou-se gradativamente a concentracado até se
atingir o valor da concentracdo maxima tolerada (MTC do inglés Maximum Tolerated
Concentration), limite de concentracdo de determinada substancia que inibe o
crescimento de um determinado organismo.

Para esse experimento, usou-se como indicativo de crescimento da bactéria a
mudanca de coloracdo do proprio meio de cultura, exemplificado na figura 4. A
coloracgéo inicial é transparente ou azul-esverdeada, esta ultima devido as presencas
dos ions Cr(lll) e Cu(ll), mudando para alaranjado quando a maioria do Fe(ll) for
convertida a Fe(lll), indicando que ocorreu o crescimento bacteriano. Esta coloracéo
alaranjada, seguindo o padrdo de Munsell de notacao de cores € 8YR. Com o decorrer
do cultivo, ocorre a formacdo do precipitado, que inicialmente apresenta mesma
coloracdo, independente da coloracdo inicial. O tempo de crescimento néo foi

considerado nesse experimento.
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Figura 4: Meios de cultura e sua coloracao dependendo da quantidade de metais pesados e tempo de
cultura. Em A temos o meio T&K modificado inoculado sem a adicdo de metais pesados. Em B temos
o meio T&K modificado inoculado com a adigcdo de metais pesados. Em C temos o meio T&K

modificado apés periodo de cultivo.

Fonte: o autor.

Em relacdo aos controles negativos do experimento, foram realizados a cada
repique um controle correspondente. Além disso, um frasco contendo apenas meio
de cultura foi deixado nas mesmas condi¢cdes dos cultivos, com o intuito de verificar
se apdés um periodo de incubacédo, o Fe(ll) contido no meio seria totalmente
consumido e se ocorreria a formacao de precipitado, como ocorre no meio de cultura
com o A. ferrooxidans. O obijetivo era verificar em quanto tempo o Fe(ll) seria oxidado
sem a presenca do inbéculo bacteriano. Nas primeiras semanas, ndo foram
observadas mudancas, o meio de cultura em nenhum momento apresentou coloracdo
8 YR referente a formacdo de Fe(lll). O frasco foi mantido na estufa e apds os 3
primeiros meses, nao sendo perceptivel a mudanca de coloragcdo. Somente apos 4
meses, foi possivel verificar uma mudanca na coloracdo, passando a ficar cada vez
mais amarelada e apos longo periodo de incubagéo, 12 meses, 0 meio atingiu a
coloracdo 1 YR, correspondente a Jarosita, mesmo sem ter passado pela coloracéo
8YR.

A coloracao do meio pode ser observada na figura 5.
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Figura 5: Meios de cultura sem indculo apés periodo de espera nas mesmas condi¢cdes em que 0S

cultivos foram encubados. Em A temos o frasco apds 6 meses e em B temos o frasco apds 12 meses.

Fonte: o autor.

Este resultado indica que ocorreram poucas alteracdes em periodos de até 12
meses de incubacdo. Como o meio controle sem microrganismo ndo atingiu a
coloragéo 8YR de quando ha a formagéo Fe(lll), pode-se concluir esta coloragédo €
resultado de acédo do microrganismo.

A partir desse resultado e da concluséo do experimento de estabelecimento da
curva padrdo de crescimento bacteriano com analise de espectroscopia UV-Vis,
estabeleceu que avaliacdo de crescimento positivo para o cultivo com metais toxicos
seria quando o meio atingisse a coloracéo 8YR, ou seja, a bactéria consumiu o Fe(ll)
ocorrendo a formacao de Fe(lll). Pelo experimento para constru¢do da curva padrao
de crescimento, a coloracao indica que a cultura atingiu seu estado estacionéario de
crescimento.

O resultado do experimento afim de se identificar qual € o MTC da
Acidithiobacillus ferrooxidans para meios multielementares contendo Mn(ll), Cu(ll) e



56

Cr(lll) foi de 3,225 x 103 mol/L de cada sal, para esta cepa. Foram um total de 47
cultivos com cada um deles rendendo precipitado para futura andlise. Vale ressaltar
gue a cada in6culo ocorreu um aumento na concentracado dos contaminantes, como

€ possivel visualizar, através da figura 6.

Figura 6: Amostra pela numeragédo por concentragcao dos metais txicos em Mol/L.
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Fonte: o autor.

No Quadro 2 indica os valores de toxicotolerancia ao Mn(ll), Cu(ll) e Cr (lll).
Esses dados sdo para concentracdes individuais, n&o existindo literatura para

tolerdncia em conjunto de metais toxicos.
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Quadro 2: Tabela de valores de MTC segundo a literatura para a bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans.

Metal Toxico MTC(g/L) MTC(mmol/L) | Referéncia

Multielementar Mn (Il) - 0,2 | 3,225/6,45 Presente Projeto

Mn(ll), Cu(ll) e | Cu(ll)-0,16

cr(l) cr (I -
0,335

Cr(l11) 0,52 10 (Sisti, Allegretti et al. 1998)
0,78 15 (Wong, Silver et al. 1982)
0,4 7,69 (Cabrera, Gomez et al. 2005)
3,9 75 (Baillet, Magnin et al. 1998)

Mn(ll) 27,5 500 (Wong, Silver et al. 1982)
29 520 (Zhang, Wu et al. 2013)

Cu(ln 0,6-10 9 - 157 (Leduc, Ferroni et al. 1997)
19 300 (Boyer, Magnin et al. 1998)
16 252 (Garcia and Da Silva 1991)
10 157 (Das, Modak et al. 1997)
4 63,15 (Cabrera, Gomez et al. 2005)

78 (Brahmaprakash, Devasia et
al. 1988)

Fonte: Baseado em Cabrera et al(2005a)

Comparando o MTC obtido 3,225 mmol/L, no caso existe 6,45 mmol/L de Cr IlI
uma vez que o sal utilizado tem 2 mols de cromo por mol do composto, com os valores
de referéncia na literatura, temos que houve muito menor toxicotolerancia da cepa.
Este resultado pode ser considerado esperado, uma vez que os valores da literatura
indicam apenas a resisténcia a um dos metais de cada vez e ndo ao conjunto dos trés
metais no meio. No caso do Cr(lll), temos que o MTC nao é tdo menor quanto o valor
da literatura (Wong, Silver et al. 1982, Baillet, Magnin et al. 1998, Sisti, Allegretti et al.
1998) o que pode indicar que este ion seja 0 maior responsavel pela inibicdo do
crescimento bacteriano e que o efeito do toxico deste metal tenha sido potencializado
na presenga dos outros dois. No caso do Mn(ll) e Cu(ll), existem diferencas
significativamente grandes no MTC, pelo menos uma ordem de grandeza no caso do

cobre e duas ordens de grandeza no manganés, indicando que possivelmente nao
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tiveram maior efeito sobre a pausa de crescimento da bactéria. Esta afirmacao esta
de acordo com a literatura (Wong, Silver et al. 1982, Cabrera, Gomez et al. 2005) que
a toxicidade de Mn(ll) e Cu(ll) € menor que a de Cr(lll).

Este resultado fornece os limites de locais nos quais essa bactéria pode ser
usada em aplicacdo biotecnoldgicas, assim como nos permite pensar em ambientes
extraterrestres de interesse que tenham esses metais: diversos meteordides,
asteroides e regolitos podem possuir esses elementos (Amils, Gonzalez-Toril et al.
2007, Gronstal, Pearson et al. 2009).

Conforme os cultivos foram sendo realizados também se realizou a medida de
crescimento da bactéria até o estado estacionario de oxidagéo do ferro, por meio da
coloracdo do meio, 8YR. A figura 7 mostra o aumento do tempo para a chegada ao
estado estacionario de cada cultivo em meio multielementar, sendo que a medida de

crescimento foi realizada a cada 24 horas.

Figura 7: Grafico de concentragcdo de metais toxicos, em porcentagem de mols de Fe(ll), pelo tempo
gue se levou até chegar ao estado estacionario.
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Podemos ver pelo gréfico da figura 7 que com o aumento da concentragdo de
metais no meio de cultura, ocorre um aumento gradativo de horas que o cultivo leva
para alcancar o estado estacionario. Estes dados estdo de acordo com a literatura,
ocorre 0 aumento do tempo da cultura para se atingir o estado estacionario, Cabrera
e colaboradores (2005) encontram valores por volta de 56 horas no MTC para Cu(ll)
e Cr(lll), Wong e colaboradores (1982) encontram valor de 42 horas para Mn(ll)
enquanto que nos resultados do presente trabalho temos 194 horas, uma diferenca
consideravel. Assim percebe-se que os efeitos somados dos metais toxicos levam o
microrganismo a ter um crescimento mais lento, comparado a culturas
monoelementares. Provavelmente o retardo no crescimento se deve ao fato do
microrganismo ter que expressar genes associados a sua protecao e resisténcia, o
gue demanda um maior tempo e recursos pelo microrganismo. Nao foi encontrado na
literatura explicagdes mais detalhadas para esse efeito.

Depois dessa etapa de crescimento em uma cultura multielementar, foram
realizadas culturas monoelementares. A seguir, mostraremos 0s resultados desses
experimentos para cada um dos metais toxicos testados.

Iniciaremos a priori indicando qual foram os resultados das culturas
monoelementares de Mn(ll). Foram um total de 37 culturas realizadas durante o

periodo. A figura 8 mostra o grafico referente ao Mn(ll), na préxima pagina.
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Figura 8: Grafico do tempo em horas até chegar ao estado estacionario por concentragédo de Mn Il em

de mols por litro.
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Fonte: o autor.

Pela Figura 8 e os dados obtidos, verificamos que o MTC maximo obtido foi
1,5 Mol/L de Mn(ll). Esse resultado esta acima dos dados encontrados 0,5 Mol/L e
0,52 Mol/L (Wong, Silver et al. 1982, Zhang, Wu et al. 2013), cerca de 3 vezes mais.
Comparando com a cultura multielementar, 3,225 mmol/L, temos uma diferenca de 3
ordens de grandeza. Se formos analisar o tempo para atingir a fase estacionario no
cultivo na mesma concentracdo do MTC da cultura multielementar, temos que na
cultura monoelementar de Mn(ll), a bactéria tem um crescimento pouco acima do
considerado ideal, 48 horas (Devasia and Natarajan 2010, Zhang, Zhang et al. 2020),
indicando que na cultura multielementar, o Mn Il n&o foi o principal causador da
inibicdo do crescimento.

Observando o tempo de crescimento do microrganismo, verificamos que a
partir de 0,0025 Mol/L do metal toéxico, a bactéria comeca a ter uma menor velocidade
de crescimento. No MTC monoelementar, observamos que o tempo até que o Fe(lll)
seja consumido chegou a 192 horas (8 dias) de cultura, bem acima da literatura

(Wong, Silver et al. 1982, Zhang, Wu et al. 2013), mas 0 mesmo tempo observado no
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MTC de cultura multielementar. Esse dado, apesar de ndo apresentar nenhum relato
na literatura, pode ser interessante para futuras pesquisas.

Esse resultado na cultura monoelementar de Mn(ll) se faz interessante pois
demonstra a possibilidade de utilizacdo da cepa LR em condi¢cées nas quais exista
uma grande concentracdo do ion, expandindo as possibilidades de aplicagfes
biotecnoldgicas. Em especial, na astrobiologia e na exploracdo espacial, se encontra
na literatura (Moore and Brown 1962, Fitzgerald, Lamborg et al. 2014) indicativos de
uma grande variedade de meteoritos com concentracfes abaixo do MTC, o que
viabiliza 0 uso dessa cepa levando-se em conta apenas essa variante.

Abaixo gréafico de referente ao Cr(lll):

Figura 9: Gréfico do tempo em horas até chegar ao estado estacionario por concentracao de Cr(lll) em
mols por litro.
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Pela figura 9 e os dados obtidos, podemos observar que o MTC encontrado foi
de 8,02 mMol/L. Este valor € superior apenas ao relatado por Cabrera e colaboradores
(2005), de 7,69 mMol/L, enquanto é inferior aos demais (Wong, Silver et al. 1982,
Baillet, Magnin et al. 1998, Sisti, Allegretti et al. 1998). Comparando com a cultura
multielementar, 6,45 mmol/L, temos o MTC de ambas € proximo, o que reforca a
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hipotese que o dano celular causado pelo Cr(lll) tenha sido o maior responsavel pela
inibicdo do crescimento bacteriano na cultura multielementar.

Se formos, analisar o tempo para atingir a fase estacionario no cultivo na
mesma concentracdo do MTC da cultura multielementar, temos que na cultura
monoelementar de Cr(lll), a bactéria tem um crescimento acima do considerado ideal,
48 horas (Devasia and Natarajan 2010, Zhang, Zhang et al. 2020), quase similar ao
multielementar, o que reforca a hipétese do paragrafo anterior.

Observando o tempo de crescimento do microrganismo, verificamos que
mesmo com baixos aumentos na concentracdo, impactavam de maneira significativa
o crescimento bacteriano. Esse comportamento é diferente do observado no Mn(ll),
acima, e Cu(ll), abaixo. Esse dado esta de acordo com a literatura (Wong, Silver et
al. 1982, Cabrera, Gomez et al. 2005) que indica que o Cr(lll) € mais citotoxico que o
Cu(ll) e o Mn(Il). No MTC, observamos que o tempo até que o Fe(lll) fosse consumido
foi similar ao observado nas culturas de Mn(ll) e Multielementar.

Esse resultado na cultura monoelementar de Cr(lll) pode significar que essa
cepa ndo é a mais indicada para se utilizar em aplicacbes nas quais exista uma
grande concentracao do ion.

Na figura 10 é mostrado o gréfico de referente ao Cu(ll).
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Figura 10: Grafico do tempo em horas até chegar ao estado estacionario por concentracéo de Cu(ll)

em mols por litro.
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Fonte: o autor.
Pela figura 9, € possivel observar que o MTC encontrado foi de 0,35 mol/L.

Esse valor é superior aos MTC indicados na literatura (Das, Modak et al. 1997, Leduc,
Ferroni et al. 1997, Boyer, Magnin et al. 1998, Cabrera, Gomez et al. 2005).
Comparando com a cultura multielementar, 3,225 mmol/L, temos uma diferenca de 2
ordens de grandeza. Analisando o tempo para atingir a fase estacionaria no cultivo
na mesma concentracdo do MTC da cultura multielementar, é possivel observar que
na cultura monoelementar de Cu(ll), a bactéria tem um crescimento dentro do
considerado ideal, 48 horas (Devasia and Natarajan 2010, Zhang, Zhang et al. 2020).
Assim, na cultura multielementar, o Cu(ll) n&o foi o principal causador da inibicdo do
crescimento.

Observando o tempo de crescimento do microrganismo, verificamos que a
partir de 0,003 Mol/L do metal toxico, a bactéria comeca a ter uma menor velocidade
de crescimento. No MTC, observamos que o tempo até que o Fe(lll) fosse consumido,
chegou até 120 horas (5 dias) de cultura, bem acima da literatura(Wong, Silver et al.

1982, Zhang, Wu et al. 2013), mas um menor tempo que o observado no MTC de

cultura multielementar, Cr(Ill) e Mn(ll).
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Esse resultado na cultura monoelementar de Cu(ll) indica a possibilidade de
utilizacdo da cepa LR em condi¢des nas quais exista uma grande concentracao deste
ion, expandindo as possibilidades de aplicacdes biotecnologicas. Vale ressaltar a
importancia que a biomineracdo vem assumindo para atender a demanda mundial de
cobre (Pathak, Morrison et al. 2017).

A seguir, temos a tabela 3 contendo os MTCs para culturas monoelementares

comparando com todos os valores da literatura utilizados.

Quadro 3: Tabela de valores de MTC segundo a literatura para a bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans e MTCs encontrados no presente projeto.

Metal Toxico | MTC(g/L) MTC(mmol/L) | Referéncia

Cr(l11) 0,52 10 (Sisti, Allegretti et al. 1998)
0,78 15 (Wong, Silver et al. 1982)
3,9 75 (Baillet, Magnin et al. 1998)
0,4 7,69 (Cabrera, Gomez et al. 2005)
0,417 8,25 Presente Projeto

Mn(ll) 27,5 500 (Wong, Silver et al. 1982)
29 520 (Zhang, Wu et al. 2013)
824 1500 Presente Projeto

Cu(In 0,6-10 9-157 (Leduc, Ferroni et al. 1997)
19 300 (Boyer, Magnin et al. 1998)
16 252 (Garcia and Da Silva 1991)
10 157 (Das, Modak et al. 1997)
4 63,15 (Cabrera, Gomez et al. 2005)
22 350 Presente Projeto

Fonte: Baseado em Cabrera et al(2005a)

Em resumo, observamos que a cepa LR apresenta baixa resisténcia ao Cr(lll),
guando comparada a literatura, ndo sendo indicada para a utilizacdo em aplicacdes
biotecnologicas com altas concentragdes desse ion. Ja para Mn(ll) e Cu(ll), temos
MTC maiores que os encontrados na literatura, dessa maneira, temos uma nova
perspectiva para possiveis aplicacdes biotecnolégicas em condi¢cdes que

anteriormente a concentracdo desses ions eram um impeditivo.
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5.3) Recuperacao do precipitado

A fim de se verificar qual entre as duas metodologias, A e B, é mais eficiente
para se utilizar como padrdo no projeto e no laboratério, foram avaliadas duas
caracteristicas importantes: grau de umidade e rendimento. O primeiro, procura
analisar de modo qualitativo o grau de semelhanc¢a que o mineral extraido tem com o
natural uma vez que as amostras naturais dos precipitados possuem baixo grau de
umidade tendo um aspecto seco. Obter um precipitado, figura 11, com aspecto fisico
semelhante ao natural também facilita os procedimentos de preparo de amostras para
0S ensaios espectroscopicos. O rendimento visa avaliar a quantidade de mineral
recuperado em gramas, ou seja, verificar qual consegue extrair uma maior quantidade
do mineral da cultura contendo o Acidithiobacillus ferrooxidans. Os testes foram

realizados em quadruplicada.

Figura 11: Mineral oriundo do metabolismo da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans. Em A temos o

mineral secando na placa de petri e em B o mineral num microtubo de 2mL.

Fonte: o autor.

O precipitado gerado pela metodologia A apresenta visualmente aspecto
viscoso e argiloso e mesmo com maior tempo de secagem, ndo apresenta mudanca
desse aspecto. Foi feita uma lavagem extra com agua destilada antes de se realizar
a secagem, mas nao houve mudanca.

O precipitado oriundo da metodologia B, por sua vez, apresentou aspecto seco,

cristalino e muita vez em po.
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O resultado para a avaliagcao de rendimento esta apresentado na figura 12.

Figura 12: Grafico de rendimento em miligramas(mg) pela metodologia utilizada.
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Fonte: o autor.

O rendimento da metodologia A foi de 110 + 8 mg de amostra, enquanto a
metodologia B rendeu 208 + 13 mg.

Comparando-se os resultados temos que o segundo método € mais eficiente
pois em questao do aspecto fisico as amostras resultantes da primeira metodologia
necessitariam de maior processamento para a utilizacdo nos experimentos seguintes,
uma vez que 0s equipamentos tém melhor eficiéncia em amostra seca. Em
rendimento também temos uma superioridade do segundo método.

Sendo assim, o segundo método foi definido como padréo para a obtencéo dos
minerais. Esta metodologia foi utilizada para retirar os precipitados de todas as
culturas realizadas, tanto de culturas contendo conjunto de metais quanto cada um

individualmente além da cultura sem metal.

5.4) Espectroscopia de absorcédo atbmica
A técnica de espectroscopia de absorgéo atdbmica foi utilizada com o objetivo

de mensurar quanto de metal toxico foi recuperado nos precipitados dos cultivos, além
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de entender se diferentes concentracdes dos metais toxicos afetariam a quantidade
recuperada.

Inicialmente, mostraremos 0 experimento que testa se a recuperacao de
metais toxicos na Jarosita ocorre majoritariamente por adsorcao superficial, inserindo
esse mineral diretamente no meio de cultura, ou se ocorre co-precipitacdo bidtica dos
metais toxicos. Realizamos esse teste, pois como 0 mecanismo nao esta
estabelecido, existem diversas hipoteses de como a Jarosita sequestra 0s metais,
sendo uma delas o método de adsorcao superficial dos ions no mineral (Zhu, Gan et
al. 2013).

No quadro abaixo, temos os resultados para o experimento proposto:

Quadro 4: Tabela de porcentagem de recuperacédo do metal toxico pelo tipo de precipitagéo, bidtica
ou abidtica.

Metal Toxico Tipo de Recuperaco
Interacéo
fasorgao 0,01%
cr(in) Superficia
Co-precipitagédo 2,43%
Adsorcéo 0,03%
Mn(I1) Superficial
Co-precipitagéo 2,09%
Adsorcéo 0.01%
Cu(ll Superficial
Co-precipitagédo 6,15%

Fonte: o autor.

Pelos dados apresentados na tabela, podemos verificar que os valores de
recuperacgdo da Jarosita via cultura contendo a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans
séo consideravelmente maiores do que os encontrados via adsorcéo superficial, duas
ordens de grandeza. Esse resultado pode indicar que a hipotese de o sequestro dos
metais toxico ser majoritariamente via adsor¢do superficial na matriz mineral, ndo esta
correta, a contribuicdo dessa interacdo € muito baixa. Entdo, com base nos dados
acima, podemos concluir que co-precipitacdes via bidtica com a cepa LR apresentam
maior sequestro de metais toxicos. Entretanto, necessitamos de mais dados para

comprovar essa suposi¢ao.
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Esse resultado est4 de acordo com as principais hipoteses encontradas na
literatura (Valdés, Pedroso et al. 2008, Min, Li et al. 2017, Piervandi, Darban et al.
2020).

Ao analisar os dados obtidos, verificamos que nédo existe um padrdo para os
valores recuperacdo dos metais toxicos, tanto em culturas monoelementares quanto
em culturas multielementares. Desta maneira, vamos apresentar os dados em
graficos para indicar as tendéncias observadas em cada uma das culturas até seus
valores de MTC. Iniciaremos mostrando os resultados das culturas monoelementares,

especificamente o resultado para Cr(lll), na figura 13.

Figura 13: Grafico de quantidade em gramas de Cr Il e quantidade recuperada em porcentagem em

cultura monoelementar.
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Fonte: o autor.

Pelo gréafico acima, como indicado anteriormente, apesar de termos poucos
pontos experimentais, apresenta-se uma tendéncia de uma maior recuperacdo de
Cr(ll) guanto maior a quantidade de Cr(lll) ofertado no meio. Comparando o resultado
obtido com os dados da literatura, observamos que mesmo o valor no MTC,
recuperacéo de 2,49%, difere em uma ordem de grandeza dos 75% do grupo de
Piervandi (2020), podendo indicar que as cepas utilizadas por Piervandi e seus
colaboradores, apresentam melhor desempenho na imobilizagéo de Cr(lll). Esse dado

reforca que a acdo da Acidithiobacillus ferrooxidans € essencial para o sequestro dos
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metais estudados, uma vez que se o metabolismo bacteriano nao tivesse efeito, os
valores de imobilizagéo seriam semelhantes.

Vale ressaltar que o experimento indicado (Piervandi, Darban et al. 2020), foi
a metodologia com maior semelhanca encontrado na literatura, entretanto o tempo de

cultivo foi de 8 dias a mais.

A sequir, na figura 14, temos o gréafico referente as culturas monoelementares de
Cu(ll).

Figura 14: Gréfico de quantidade em gramas de Cu(ll) e quantidade recuperada em porcentagem em
cultura monoelementar.
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Fonte: o autor.

Pelo grafico acima, como indicado anteriormente, apesar da maior dispersao
nos pontos experimentais, observa-se uma tendéncia de haver uma menor
recuperacdo de Cu(ll) conforme ha um aumento do metal ofertado no meio.
Comparando o resultado obtido com os dados da literatura, observamos que o valor
de recuperacédo esta uma ordem de grandeza dos 68% do grupo de Piervandi (2020),
mesmo se compararmos o melhor resultado de recuperacdo da cepa LR que
utilizamos. Desta maneira, podemos indicar que as cepas utilizadas por Piervandi e
seus colaboradores, apresentam melhor desempenho na imobilizacdo de Cu(ll),
semelhante ao que foi encontrado em Cr(lll).

A seguir, na figura 15, temos o grafico referente as culturas monoelementares
de Mn(ll).
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Figura 15 : Gréfico de quantidade em gramas de Mn(ll) e quantidade recuperada em porcentagem em

cultura monoelementar.
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Fonte: o autor.

Pelo gréfico acima, de forma similar ao Cu, h4 uma tendéncia a uma menor
recuperacédo de Mn(ll) conforme aumenta-se a oferta do metal no meio, ate que se
atinja um valor de estabilidade. Comparando o resultado obtido com os dados da
literatura, observamos que o valor de recuperacao esta uma ordem de grandeza dos
69% do grupo de Piervandi (2020), mesmo se compararmos o melhor resultado de
recuperacédo da cepa LR que utilizamos. Desta maneira, podemos indicar que as
cepas utilizadas por Piervandi e seus colaboradores, apresentam melhor
desempenho na imobilizacdo de Mn(ll), semelhante ao que foi encontrado em Cr(lll)
e Cu(ll).

Pelos dados obtidos nas monoculturas, podemos concluir de maneira geral que
a cepa LR, apresenta pior eficiéncia na recuperacdo dos metais Mn(ll), Cr(ll1) e Cu(ll),
comparado com os dados da literatura. Outra conclusdo importante vem dos
diferentes valores entre a literatura e os do presente projeto, que corroboram para
indicar a relevancia da acdo do microrganismo na imobilizacdo dos destes metais.
Mais estudos sdo necessarios para que se entenda a diferenca dessas cepas e
explicar os resultados observados.

A seguir, na figura 16, mostraremos os resultados de cada um dos metais
estudados nas culturas multielementares. Iniciamos mostrando os resultados de

Cr(1), logo abaixo:
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Figura 16 : Grafico de quantidade em gramas de Cr(lll) e quantidade recuperada em porcentagem em

cultura multielementar.
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Fonte: o autor.

Pelo grafico acima, como indicado anteriormente, ndo existe uma média clara
no valor de recuperacdo de Cr(lll), entretanto, podemos verificar que existe uma
tendéncia de comportamento, onde inicialmente ocorre um aumento da porcentagem
de recuperacdo com subsequente queda com o aumento da concentracao do ion no
meio. Os valores observados sdo maiores do que o observado em culturas
monoelementares. Outro ponto, € que a tendéncia observada, é diferente da cultura
monoelementar. Essas afirmacgdes, indicam que diferentes composicbes do meio
podem afetar diretamente o comportamento de recuperacdo de metais toxicos.
Comparando o resultado obtido com os dados da literatura, observamos o0 mesmo
qgue foi observado nas culturas multielementares, o valor de recuperagdo estd uma
ordem de grandeza dos 69% do grupo de Piervandi (2020), mesmo se compararmos
o melhor resultado de recuperacéao.

A seguir, na figura 17, temos o grafico referente as culturas monoelementares
de Cu(ll).
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Figura 17 : Grafico de quantidade em gramas de Cu(ll) e quantidade recuperada em porcentagem em

cultura multielementar.
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Fonte: o autor.

Pelo grafico acima, como indicado anteriormente, ndo existe uma média clara
no valor de recuperacdo de Cu(ll), entretanto, podemos verificar que existe uma
tendéncia de comportamento semelhante ao observado em Cr(lIl), com diferenga nos
valores de recuperacao. Foi observado também como na comparacao anterior, que a
porcentagem de recuperacéo foi maior, entretanto ainda € menor que o valor indicado
na literatura.

Esse mesmo comportamento foi observado para Mn(ll), na cultura de

multielementar, mostrado na figura 18.
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Figura 18 : Gréfico de quantidade em gramas de Mn(ll) e quantidade recuperada em porcentagem em

cultura multielementar.
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Fonte: o autor.

Pelo gréfico acima, como indicado anteriormente, ocorreu 0 mMesmMo
comportamento que o observado em Cu(ll) e Cr(lll), com maior recuperacao do metal.
Esse dado indica que as culturas multielementares sdo uma maneira de obter uma
maior porcentagem de recuperacdo dos minerais. Outro fator interessante é a
correspondéncia entre os pontos de cada um dos graficos dos metais nas culturas
multielementares, o que indica que possivelmente o processo de co-precipitacéo
ocorre de por mecanismo semelhante para todos os metais, 0 que reforcaria a
hipétese de Piervandi e seu colaboradores (2020), que sugerem a formacédo de uma
camada de passivagdo como modo de co-precipitacao.

Em resumo, observamos que ocorre uma variacdo da porcentagem de
recuperacédo conforme o meio de cultura utilizado, sendo que a cepa LR apresenta
um menor valor que o encontrado na literatura. Mais estudos podem ser feitos para
melhorar esse percentual. No contexto de exploragéo espacial, como foi dito, maior
rendimento e processo mais otimizado € sempre desejado, mas ndo se pode
descartar essa cepa, que pode ser Util para alguns procedimentos. Ainda assim, seria

interessante buscar uma cepa ou microrganismo que apresente um maior rendimento.
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Adicionalmente, obtivemos dados que descartam a possibilidade de adsorcao
superficial como principal método de sequestro da Jarosita e corroboram para que a

hipotese de que ocorre coprecipitacéo via formacao de camada de passivacgao.

5.5) Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman foi utilizada com o intuito de se
caracterizar o precipitado dos cultivos, pois, como dito anteriormente, esta técnica
fornece informacdes da estrutura molecular e, dependendo do sistema, pode fornecer
também estimativa da cristalinidade e fornecer indicios de mudanca estrutural com
diferentes metodologias de sintese , podendo ser verificada até impurezas no mineral
e misturas de minerais (Das and Hendry 2011). No estudo, o enfoque foi na
identificacdo do mineral e em entender comparativamente as alteracdes estruturais,
observando-se se ocorreu algum deslocamento nas bandas do espectro deste
mineral gerado pela inclusao da estrutura dos metais estudados contidos no meio de
cultura.

Primeiramente usou-se essa técnica para se confirmar que o precipitado nos
cultivos eram Jarosita, uma vez que apenas dados da coloragdo podem gerar
equivocos. A amostra de possivel Jarosita foi obtida a partir de um cultivo sem os
metais alvo, no tempo sugerido pela literatura (Wang, Bigham et al. 2006). A figura 19
mostra 0 espectro Raman da amostra relatada na literatura como possivelmente

Jarosita.
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Figura 19: Espectro Raman de uma amostra obtida e caracterizada como Jarosita.
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Fonte: o autor.

Pelo espectro é possivel identificar as principais bandas, localizadas em 127,
221, 300, 352, 431, 452, 570, 622, 1005, 1098 e 1156 cm™. Esses valores estédo de
acordo com a literatura (Filippi, Machovi€ et al. 2009, Das and Hendry 2011) para a
Jarosita Sodica (Na-Jarosita), apenas com pequenas diferencas no valor maximo de
algumas bandas, que pode ser explicado pelo sinal de fundo do espectro ou ainda
porque as amostras de Jarosita de referéncia sdo de fontes abidticas. No Quadro 5
abaixo temos os valores obtidos no precipitado comparado com os padrdes na

literatura:
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Quadro 5: Comparacgédo das bandas de espectros Raman do mineral Jarosita, segundo a referéncia e

segundo este trabalho.

ferrooxidans

Fonte Bandas (cm™) Referéncia
Precipitado biogénico | 127, 221, 300, 352, 431, | Presente Trabalho
obtido pela A. | 452,570, 622, 1005, 1098

e 1156

Na-Jarosita 134, 221, 288, 356, 436, | (Das and Hendry 2011)
555, 618, 1008 e 1105
Na-Jarosita 138, 222, 298, 354, 432, | (Filippi, Machovi¢ et al.

451, 574, 624, 641, 1006,
1103, 1153

2009)

Fonte: o autor.

Das e Hendry (2011) consideram duas bandas a menos no espectro

comparado com Filippi e colaboradores(2009), que atribuem 12 bandas, enquanto

gue no espectro Raman obtido da amostra se observam claramente 11 bandas. Essa

diferenca é devido a faixa do espectro obtida que foi mais ampla que as utilizadas na

literatura, desta maneira, temos as mesmas bandas caracteristicas da Jarosita.

Analises de difracdo de raios X ja realizadas pelo grupo (dados ndo mostrados nessa

dissertacao) confirmam os resultados obtidos por espectroscopia Raman.

Afim de se obter mais um dado para a confirmacdo do mineral precipitado,

comparou o espectro que foi obtido do precitado com um espectro padréo retirado da

plataforma RUFF (Lafuente, Downs et al. 2015), mais especificamente Jarosite

X050106 (Murphy, Smith et al. 2009). A comparac¢ao pode ser vista na figura 20.
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Figura 20: Espectro Raman do precipitado biético em comparagdo com o espectro da Jarosita
X050106.
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Fonte: o autor.
Podemos visualizar na figura 20 que os espectros sdo semelhantes, tendo as
mesmas bandas observadas tanto no espectro da Jarosita encontrada na literatura
como no espectro do precipitado biogénico.
Por fim, realizou-se a comparacdo com 0s espectros obtidos da Jarosita
Mineral, Jarosita de precipitacdo abiotica e novamente a Jarosita X050106 (referéncia

da literatura), mostrado na figura 21.
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Figura 21: Espectro Raman do precipitado bidtico em comparagdo com o espectro da Jarosita

X050106.
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Fonte: o autor.

Podemos observar pelo grafico acima que existe correlacao entre as bandas
caracteristicas para Jarosita nos 4 espectros, apesar da Jarosita Mineral apresentar
outras bandas que podem ser de contaminantes da matriz. Desta maneira, € possivel
afirmar que os precipitados obtidos séo realmente Jarosita. Esta confirmacdo também
corrobora a utilizagéo do sistema de cores de Munsell para a Jarosita.

Em seguida, buscamos identificar o precipitado gerado no controle negativo,

gerado apds 12 meses de incubacdo, conforme mostrado na figura 22.
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Figura 22: Espectro Raman do precipitado abidtico obtido depois de 12 meses de incubagédo do

Controle Negativo em compara¢do com o espectro da Jarosita X050106 e a Jarosita Mineral.
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Fonte: o autor.

Podemos observar pelos dados obtidos que o precipitado formado no controle
abidtico foi Jarosita, pois ao observamos as bandas dos espectros, observamos que
ocorre correspondéncia entre todas as bandas obtidas. Desta maneira, temos que,
no controle abidtico apés 12 meses, ocorre a formacgéo de Jarosita, mesmo sem a
presenca da Acidithiobacillus ferrooxidans.

A seguir, com o objetivo de se verificar a formagao de Schwertmannita pelo
cultivo em meio isento dos metais alvo, realizou-se a retirada do precipitado do meio
de cultura com 7 dias de cultivo, a coloracédo do meio era 8YR. O precipitado obtido
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tinha a mesma coloracgéo e foi submetido a técnica, espectro pode ser verificado na

figura 23.

Figura 23 : Espectro Raman de uma amostra de possivel Jarosita.
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Fonte: o autor.

Podemos verificar que as bandas obtidas no espectro Raman sao semelhantes
agueles encontrados no espectro da Jarosita. No Quadro 6 mostra a comparacao dos

valores de maximo das bandas da amostra de possivel Schwertmannita e a

encontrada na literatura:
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Quadro 6: Comparacgédo das bandas de espectros Raman dos mineirais Jarosita e Schwertimannita,
referéncia e experimental.

Fonte Bandas (cm™) Referéncia
Possivel Schwertmannita | 138, 221, 300, 352, 429, | Presente Trabalho
452, 570, 622, 1005, 1096

e 1158
Schwertmannita 294, 318, 350, 421, 544, | (Mazzetti and
580, 715, 981 e 1120 Thistlethwaite 2002)
Na-Jarosita 138, 222, 298, 354, 432, | (Filippi, Machovi¢ et al.
451, 574, 624, 641, 1006, | 2009)
1103, 1153

Fonte: o autor.

E possivel ver que ocorre uma grande discrepancia dos valores da amostra de
possivel Schwertmannita com os valores de referéncia da Schwertimannita, enquanto
ocorre correspondéncia com os valores de Jarosita. Isto indica que a amostra €
Jarosita com uma coloracdo 8YR. Apesar da retirada do precipitado ainda com
coloracéo dita na literatura (Wang, Bigham et al. 2006) como Schwertmannita, a
analise Raman revelou que se trata de Jarosita. A coloracdo pode ser efeito da
estrutura ndo estar completamente organizada uma vez que quando a coloragéo esta
amarelada a Jarosita esta mais bem estruturada (Das and Hendry 2011, Jones,
Bigham et al. 2014). Este resultado indica que uma analise simples por coloracéo de
Munsell é falha para distinguir a Schwertmannita, o contrario que observamos no caso
da Jarosita, necessitando de uma andlise mais especifica para se identificar o
material.

Além disso, este resultado leva a questionar alguns pontos importantes. Em
primeiro lugar, quanto tempo a Schwertimannita se mantém estavel no cultivo antes
de se transformar em Jarosita? Este questionamento deve ser analisado fazendo
testes em precipitados retirados em diferentes tempos de cultivo, todos eles menores
gue 7 dias que foi o tempo utilizado para a retirada da suposta Schwertimannita. Em
segundo lugar, se o tratamento utilizado para a obtencao do precipitado pode interferir
no processo de transformacdo da Schwertmannita em Jarosita? Existe ainda a
possibilidade de néo ocorrer a formacao de Schwertmannita por esta cepa, entretanto

h&d um grande numero de relatos na literatura(Cabrera, Gomez et al. 2005, Appia-
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Ayme, Quatrini et al. 2006, Valdés, Pedroso et al. 2008) que corroboram essa
formacao. Uma possivel explicac@o é que o tempo deixado, no presente trabalho, até
a retirada e analise do precipitado tenha sido muito grande. Optou-se por esse
periodo de tempo devido as medidas de coloracédo, que se mostraram inadequadas

para esse mineral.

5.5.1) Andlise dos espectros Raman das amostras de Jarosita com 0s metais
alvo

A seguir foram analisados os espectros Raman dos precipitados obtidos das
culturas contendo os metais estudados, tanto nos meios multielementares quanto
monoelementares.

Com o objetivo de se verificar se esses metais de alguma forma alteraram o
espectro da Jarosita precipitada, comparou-se 0s espectros Raman com 0 espectro
padréo da Jarosita biol6gica anteriormente.

Comecaremos indicando os resultados obtidos para culturas multielementares.
Como foram obtidos um total de 47 espectros, foram escolhidos os espectros de
apenas alguns pontos, para serem mostrados. As amostras com numeragao maior
tem maior concentracdo do conjunto dos 3 metais toxicos. A figura 24 mostra o

espectro Raman dos precipitados gerados por cultivos contendo metais toxicos.
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Figura 24: Espectro Raman das amostras de Jarositas retiradas de meios com concentracfes
crescentes de metais toxicos. A amostra 1 corresponde a uma concentragdo de 6,75E-04 mol/L,
amostra 11 de 9E-04 mol/L, amostra 23 de 1,5E-03 mol/L, amostra 36 de 2,4E-03 mol/L e amostra 45
de 3,23E-03 mol/L.
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Fonte: o autor.

Nos dados acima é possivel verificar que o padréo espectroscopico, com as
11 bandas, se repete em todas as amostras, ndo sendo observada nenhuma
diferenca significativa nos espectros obtidos em relacdo a posicdo das bandas e a
largura, observando-se apenas uma pequena diferenca em relagdo a intensidade
relativa. Apesar da literatura (Min, Li et al. 2017) reportar que o precipitado sequestra,
de maneira ainda ndo compreendida, alguns cations, ndo € perceptivel alteracéo
utilizando espectroscopia Raman em precipitado retirado de meio de cultura
multielementar. Uma possivel explicacdo para a falta de sinal pode ser a baixa
guantidade de metais toxicos no meio de cultura, 0 que ndo geraria uma assinatura
espectroscopica reconhecivel. Entretanto isso nao pode ser verificado uma vez que a

bactéria atingiu seu MTC e ndo € possivel mais culturas para se explorar essa
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hipotese. Dados de difracdo de raios X obtidos pelo grupo mostram diferencas na
estrutura cristalina desses minerais e serdo exploradas em futuros trabalhos.
Visando comparar o efeito isolado de cada um dos metais téxicos no MTC da
cultura multielementar, foram retirados precipitados formados a partir de meios de
cultura monoelementares, Cu(ll), Mn(ll) e Cr(lll), na concentracdo de MTC do cultivo

Multielementar. Essa comparagéo pode ser verificada na figura 25.

Figura 25: Espectro Raman das amostras de Jarositas retiradas de meios contendo apenas Cu(ll),
Mn(11), Cr(lll) e na Multielementar (Amostra 47). As concentracdes dos metais estudados estdo no MTC

da cultura multielementar.
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Fonte: o autor.

Comparando os espectros mostrados acima, temos que o padrao e posicao de
bandas se mantém, entretanto pode-se notar que existe alargamento de algumas
bandas no espectro da amostra com Cu(ll), perceptivel na banda 580 cm™. Nas
demais amostras com apenas um dos metais, ndo € perceptivel de forma tao clara
essa mudanca. Mais abaixo discutiremos a possibilidade exposta nesse paragrafo,

guando analisamos a largura das bandas obtidas.
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Iniciando os resultados referentes as culturas monoelementares, abaixo
apresentamos o grafico referente aos espectros das culturas de Cr(lll), mostrados na

figura 26.

Figura 26: Espectro Raman das amostras de Jarositas retiradas de meios monoelementares Cr(Ill) em

comparagao com a Jarosita retirada de meio sem metais toxicos.
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Fonte: o autor.

Pelo gréfico acima podemos verificar que nas culturas monoelementares de Cr
lll, o padréo das bandas dos espectros, classificam os precipitados como Jarosita.
Podemos notar apenas no MTC da cultura é possivel verificar um indicio de
surgimento de uma banda na posi¢édo 173, o que pode ser um indicativo para a
contaminacao com Cr(lll). Entretanto, no caso especifico da cultura com a cepa LR,
nao foi possivel verificar se em culturas em maiores concentracdes, pois a cultura ja
esta no seu MTC. Analisando os graficos, ndo é notavel a priori a presenca de uma
tendéncia de alteracéo da largura das bandas.

A seguir a figura 27 mostra os espectros das culturas contendo Cu(ll).
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Figura 27: Espectro Raman das amostras de Jarositas retiradas de meios monoelementares Cu(ll) em

comparacdo com a Jarosita retirada de meio sem metais toxicos.
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Fonte: o autor.

Pela figura acima, podemos verificar que nas culturas monoelementares de
Cu(ll), o padréao das bandas dos espectros classificam os precipitados como Jarosita.
Podemos notar também que temos indicios de ocorrem variacdes na largura
média das dandas ou na intensidade do sinal. Entretanto, analisando os dados, ndo
verificamos um padrao significativo ou tendéncia para corroborar com essa hipotese.

Na figura 28 sdo mostrados os espectros das culturas de Mn(ll).
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Figura 28: Espectro Raman das amostras de Jarositas retiradas de meios monoelementares Mn(Il) em

comparagdo com a Jarosita retirada de meio sem metais toxicos.
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Fonte: o autor.

Pelo grafico acima, podemos verificar que nas culturas monoelementares de
Mn(ll), o padréao das bandas dos espectros, classificam os precipitados como Jarosita.
Podemos notar que a partir de concentracdes de 0,5M, é possivel verificar o
surgimento de uma banda na posicdo 1024 cm, o que pode ser um indicativo para a
contaminacdo com Mn(ll). Analisando os gréficos, é possivel verificar algumas
alteracdes na largura média da banda (, que serdo analisadas mais a frente.

Por fim, temos o grafico referente aos espectros das culturas em seus

respectivos MTCs.



88

Figura 29: Espectro Raman das amostras de Jarositas em seus respectivos MTCs: monoelementar
Cu(ll), monoelementar Mn(ll), monoelementar Cr(lll) e Multielementar (Amostra 47 em comparagdo

com a Jarosita retirada de meio sem os metais.
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Fonte: o autor.

Comparando os espectros das culturas em seus respectivos MTCs, podemos
verificar que o numero de bandas se mantém igual com variacdo na intensidade,
principalmente nas culturas monoelementares de Cu(ll), e a aparicdo de uma banda
no espectro do precipitado de Mn(ll), ponto que pode ajudar na identificacdo da
contaminacdo do mineral por esse metal toxico. Desta maneira, podemos concluir
pela andlise dos graficos que independente da composi¢éo dos metais estudados, 0s
precipitados gerados em seu final sdo Jarosita, como indicado na literatura(Cabrera,
Gomez et al. 2005, Valdés, Pedroso et al. 2008).

Ao fim das analises dos perfis graficos dos espectros, nos deparamos com
alguns indicios e a hipotese de que com aumento da concentragdo dos metais toxicos
ocorre uma mudanca na largura das bandas. Desta maneira, foi calculada a Largura
a Meia Altura (LMA, ou Full Width at Half Maximum — FWHM, em inglés) em cada
uma das 11 bandas assinaturas da Jarosita de todas as amostras, monoelementares

e no multielementar, com o intuito de verificar se ha alguma tendéncia.
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Apbs essas analises (alguns dos resultados ndo foram mostrados), foi possivel
verificar que a LMA das bandas Raman das Jarositas com preparo mono e
multielementar com Cu(ll) ndo apresentam tendéncia de alargamento ou
estreitamento nas bandas. Para os outros dois metais estudados, algumas tendéncias
em algumas bandas puderam ser identificadas e serdo mostradas e discutidas a
seguir, conforme tabela 7.

Quadro 7 : Bandas que apresentaram tendéncia nas Jarositas obtidas em meio contendo um dos
metais estudados.

Metal Banda (cm?)
Cr(l) 85, 622 e 1158
Mn(l1) 352, 570, 622, 1005, 1098 e 1158

Fonte: o autor.

Pelos dados da tabela 7 podemos identificar que a variacdo da LMA é mais
evidente nas culturas contendo Mn(ll), possivelmente porque o MTC da
Acidithiobacillus ferrooxidans € maior para esse metal em comparagdo com Cr(lll).
Mas efeitos do préprio metal na estrutura e de sua carga ndo podem ser
desconsiderados.

As figuras 30 a 32 ilustram as tendéncias encontradas nas bandas dos

espectros dos precipitados oriundos de culturas monoelementares de Cr(lll).
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Figura 30: Grafico da Largura a Meia Altura a meia altura da banda 622 cm- pela concentragdo em

Mol /L de Cr(lll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Cr(lll).
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Fonte: o autor.
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Figura 31: Gréfico da Largura a Meia Altura a meia altura da banda 85 cm-! pela concentracdo em Mol

/L de Cr(lll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Cr(lll).
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Figura 32: Grafico da Largura a Meia Altura da banda 1158 cm ! em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Cr(lll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Cr(lll).
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Fonte: o autor.

Apesar de apresentarmos apenas 6 pontos, devido a baixa resisténcia do
microrganismo a Cr(lll), podemos ver que existe um indicativo de tendéncia nas
bandas indicadas. O que pode ser um estudo interessante para cepas de
Acidithiobacillus ferrooxidans, ou outros microrganismos, que apresentam maior

resisténcia.

As figuras 33 a 38 ilustram as tendéncias encontradas nas bandas dos

espectros dos precipitados oriundos de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Figura 33: Gréfico da Largura a Meia Altura da banda 352 cm™ em unidades arbitrarias pela

concentracdo em Mol /L de Mn(ll)de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Fonte: o autor.

Figura 34: Gréfico da Largura a Meia Altura da banda 570 cm'l em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Mn(ll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Fonte: o autor.
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Figura 35: Grafico da Largura a Meia Altura da banda 622 cm? em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Mn(Il) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Fonte: o autor.

Figura 36: Grafico da Largura a Meia Altura da banda 1005 cm™? em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Mn(ll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Fonte: o autor.
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Figura 37: Gréfico da Largura a Meia Altura da banda 1098 cm' em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Mn(Il) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).
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Fonte: o autor.

Figura 38: Gréafico da Largura a Meia Altura da banda 1158 cm™ em unidades arbitrarias pela
concentracdo em Mol /L de Mn(ll) de espectros de Jarositas de culturas monoelementares de Mn(ll).

Mn(ll) - 1158 cm? y = -4,9367 + 15,658
R2=0,1779
25,00
20,00 @ i
8 &
= :
_g £ 1500 R TR S ¢ T
(_U e . . ------------------ . .
ik . @ 0-.......... Q..
1 . el
I N R e
© @© ’ ° !
5O
@ 5
T =
3 5,00 )
0,00

0,00E+00 2,00E-01 4,00E-01 6,00E-01 8,00E-01 1,00E+00 1,20E+00
Concentragdo de Mn(Il) (Mol/L)

Fonte: o autor.

Diferentemente dos dados de Cr(lll), apresentamos mais pontos para 0s
graficos de LMA de Mn (Il), o que nos ajuda a ver com maior clareza as tendéncias.
Isso se deve ao fato da cepa LR, ter um MTC mais alto para Mn(ll), o que nos fornece

mais dados.
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Em resumo, esses resultados indicam que um estudo mais profundo sobre o
comportamento das bandas espectroscopicas da Jarosita em meio de cultura pode
fornecer informacdes importantes sobre as caracteristicas do mineral, que podem
levar a identificacdes mais certeiras da composicdo de uma amostra ambiental. Essa
composicdo, em um viés astrobiolégico, poderia nos ajudar a dizer algo sobre
processos biogénicos em outro planeta e, em um viés de exploragdo espacial,
ajudaria a identificar locais que tem esses metais para realizacado de um processo de
biomineracéo, por exemplo, visando a manutencéo de postos avancados ou mesmo
a obtencdo de recursos para utilizacdo no nosso proprio planeta, j& que 0s recursos

terrestres sao finitos.

5.6) Reflectancia UV-Vis do precipitado

A técnica de reflectancia foi utilizada por apresentar trés aspectos importantes
para a pesquisa no ramo da astrobiologia e exploracdo espacial: praticidade nas
medidas (por exemplo, com a auséncia de preparo da amostra); rapidez nas analises
e portabilidade (com baixo peso) dos equipamentos. Nesse contexto de viagens
interplanetéarias, realizar experimentos que sejam praticos torna-se importante, uma
vez que preparo de amostras é um fator crucial, jA que em ambientes extraterrestres
nao temos a disponibilidade de tantos materiais para a realizacdo de experimentos
com um desenho experimental tradicional.

Inicialmente os resultados foram convertidos em absorbancia utilizando a
metodologia de Kubelka-Munk (Loyalka and Riggs 1995). A seguir se estabeleceu a
comparacao de absortividade dos padrbes de Jarosita de fonte mineral e bioldgica,
além da Schwertimannita Mineral e Jarosita Bioldgica de coloragéo alaranjada 8YR,
esta ultima de coloracao diferente da descrita na literatura (Jones, Bigham et al. 2014).

Esse gréafico pode ser visualizado na figura 39.
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Figura 39: Comparacédo das absorvidades das diversas amostras de Jarositas e Schwertimannita

minerais.
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Fonte: o autor.

Podemos visualizar que as amostras de Jarosita apresentam curvas diferentes,
apesar de espectros Raman semelhantes. As trés amostras apresentam banda em
430 nm, porém com intensidades bem diferentes. Somente a Schwertimannita Mineral
nao apresenta essa banda. Nao ha padréo para se comparar as intensidades.

Também ¢é possivel visualizar a banda em 490nm nas amostras de
Schwertimannita Mineral e Jarosita Laranja (antiga Schwetimannita biol6gica que por
analise de espectroscopia raman foi identificada como Jarosita). Essa banda pode
estar relacionada a coloracao alaranjada que ambas as amostras possuem.

A seguir, foram analisadas as absortividades dos precipitados obtidos das
culturas multielementares, comparados com a Jarosita laranja, com o objetivo de se
verificar se 0os metais estudados de alguma forma alteraram a curva de absortividade
da Jarosita precipitada. Para evitar mostrar todos os 47 espectros, foram escolhidos
alguns pontos para mostrar 0os aspectos observados nos precipitados, mostrados na

figura 40. As amostras com numeracao maior, tem maior concentracao dos 3 metais.
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Figura 40: Curva de absortividade das Jarositas retiradas de meio de cultura multielementar
comparadas com as Jarositas sem 0s metais alvo. A amostra 1 corresponde a uma concentracéo de
6,75E-04 mol/L, amostra 15 de 1,13E-03 mol/L, amostra 22 de 1,43E-03 mol/L, amostra 29 de 1,93E-
03 mol/L, amostra 34 de 2,33E-03 e amostra 45 de 3,23E-03 mol/L.
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Fonte: o autor.

Podemos ver pelo gréfico que a intensidade da banda em 430 nm n&o
apresenta uma tendéncia clara. Entretanto pode-se visualizar o surgimento de uma
banda em 490 nm na Amostra 47, que € a amostra com maior concentracdo dos
metais estudados, ou seja no MTC. Essa banda € semelhante ao observado na
Jarosita alaranjada, levando a supor que comeca a se observar uma variacdo na
estrutura gerada pelos metais. Talvez em maiores concentragdes, seja visivel no
espectro diferencas de bandas, entretanto, no caso dessa cepa ndo € possivel
verificar essa hipétese uma vez que a cultura multielementar ja esta no seu MTC.
Todavia, esse fator € interessante, uma vez que em culturas contendo outras cepas
ou mesmo Jarositas multielementares abioticas com altas concentracdes, pode ser
possivel observar variagdo gerada pelos metais toxicos utilizando a técnica de
Reflectancia UV-Vis.

Visando avaliar o possivel efeito individual de cada um dos metais estudados,

realizamos o0 experimento com o0s precipitados retirados de culturas
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monoelementares, contendo apenas um dos metais toxicos. Iniciaremos mostrando,
na figura 41, as curvas obtidas de algumas amostras de Jarositas de culturas

monoelementares de Cu(ll).

Figura 41: Comparacao das curvas de absortividade das amostras de Jarosita monoelementares de

Cu(ll), e Jarositas puras. As curvas indicadas por niUmeros, séo as concentragées em Mol/L do ion.
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Fonte: o autor.

Podemos observar pelo gréfico que todas as amostras de Jarosita
monoelementar de Cu(ll), apresentam o mesmo padrdo da Jarosita biol6gica
alaranjada, com uma banda evidente no comprimento de onda 430 nm,, porém sem
a banda em 490nm como aparece na amostra multielementar no MTC. Isso pode ser
efeito da posi¢céo da amostra frente ao detector.

Na figura 42 sdo mostrados os graficos referentes aos precipitados de culturas

monoelementares de Cr(lll).



99

Figura 42: Comparacédo das curvas de absortividade das amostras de Jarosita monoelementares de

Cr(Ill) e Jarositas puras. As curvas indicadas por nimeros, séo as concentracdes em Mol/L do ion.
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Podemos observar pelo grafico que todas as amostras de Jarositas
monoelementares com Cr(lll), apresentam padrao semelhante as amostras de Cu(ll).
Tanto no quesito intensidade da banda 430 nm quanto na auséncia da banda 490 nm.
Esse comportamento, também foi observado nas amostras de Jarosita

monoelementares de Mn(ll), que pode ser observado na figura 43.
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Figura 43: Comparacédo das curvas de absortividade das amostras de Jarosita monoelementares de

Mn(ll) e Jarositas puras. As curvas indicadas por nimeros, sdo as concentragdes em Mol/L do ion.
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Esses resultados indicam que apesar dessa técnica ser interessante para a
astrobiologia e para a exploracéo espacial, no contexto especifico desse projeto, para
diferenciar a natureza dos precipitados, ndo € a técnica mais indicada.

Para verificar essa hipotese, comparamos 0s precipitados das culturas
monoelementares em seus respectivos MTCs com as Jarositas de culturas puras e

cultura multielementar em seu MTC. Comparacéo pode ser verificada na figura 44.
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Figura 44: Comparacdo das curvas de absortividade das amostras de Jarosita monoelementares no

MTC, amostra multielementar no MTC (Amostra 45) e Jarositas puras.
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Podemos observar pelo grafico que todas as amostras de Jarositas
monoelementares em seus respectivos MTCs apresentam o mesmo padrdo da
Jarosita bioldgica laranja, com uma banda evidente no comprimento de onda 430 nm.
Esse resultado € similar ao encontrado nos mostrados nas figuras 41 a 43.

Desta maneira, podemos concluir que no contexto no qual o projeto esta
inserido, a utilizacdo de Reflectancia UV-Vis ndo nos fornece informacdes relevantes
para o desenvolvimento de diferenciacbes de amostras de Jarosita contendo 0s
diferentes metais estudados em sua estrutura. Assim, em um possivel contexto
espacial, ndo se faz interessante a utilizacdo dessa técnica frente a outras existentes

e que fornecem mais informacgdes, como a Espectroscopia Raman.
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6. CONCLUSAO

O estudo da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, cepa LR, demonstrou que
possui uma taxa de crescimento semelhantes aquela descrita na literatura cientifica.
Entretanto, quando cultivada em meios de cultura contendo os metais alvo desse
estudo, sua taxa de crescimento é alterada, demonstrando ser necessario um maior
tempo para que a cultura atinja o estado estacionario. Um fato interessante é que,
apesar de na literatura afirmar que o Cu(ll) tem maior efeito citotoxico que o Mn(ll),
observamos o oposto para essa cepa, sendo que o Mn(ll) afeta mais a velocidade de
crescimento.

No caso da tolerancia aos metais, as culturas multielementares se mostraram
mais danosas que as culturas monoelementares, resultado ja esperado uma vez que
a bactéria sofre maior estresse. Adicionalmente, em culturas multielementares
verificamos que a presenca de Cr(lll) € mais toxica, confirmando o que foi encontrado
na literatura. J& analisando os resultados de MTC de culturas monoelementares,
observamos que a cepa em guestdo apresenta maior resisténcia para Mn(ll) e Cu(ll)
do que as cepas descritas por outros autores.

Estes resultados indicam a possibilidade de aplicacédo desta cepa em locais de
interesse com maior concentracdo dos metais potencialmente toxicos, além de
delimitar melhor a atuacdo em ambientes com mais de um contaminante. Um desses
ambientes de interesse sao locais extraterrestres.

Em relacdo ao precipitado, os dados de recuperacdo dos metais no préprio
mineral, identificamos que a adsorcao superficial dos metais ndo é a principal forma
de sequestro. Os resultados corroboram para a hipétese de ocorrer a formacao de
uma camada de passivagao durante a formagao da Jarosita, que imobiliza os metais
estudados.

Quando analisamos a porcentagem de recuperacéo, identificamos que essa
cepa apresenta um valor baixo de recuperacdo comparado com 0S numeros
encontrados na literatura. Esse ponto é crucial uma vez que o rendimento para uma
acao biotecnoldgica € de extrema importancia, por uma questao monetaria de receita
gue sera gerada final. No caso da éarea espacial, temos mais ainda um fator
importante, a necessidade de utilizagdo de processos enxutos e eficientes na

exploracéo espacial, que no caso ndo seria tdo eficiente. Desta forma, essa baixa
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recuperacdo, pode ser um fator decisivo contra o possivel uso dessa cepa em
aplicacOes biotecnoldgicas na exploracdo espacial.

Adicionalmente, verificou-se que as amostras com maior recuperacao de
metais sdo aquelas oriundas de meios multielementares, possivelmente uma maior
diversidade de compostos melhora o processo de coprecipitagdo, mais um ponto que
corrobora para a hipétese da formacdo de uma camada de passivacéo.

Pelos dados obtidos por espectroscopia Raman, foi possivel confirmar que os
precipitados obtidos sédo Jarosita, em acordo com a literatura. Os precipitados obtidos
a partir de culturas multielementares dos metais estudados ndo demonstraram
nenhuma banda nova no espectro ou alguma tendéncia de alargamento de banda ou
deslocamento de banda. Entretanto, nas culturas monoelementares podemos ver
algumas tendéncias de alargamento ou estreitamento de banda, indicando que cada
metal pode ter uma influéncia isoladamente. Isto ndo pode ser observado em
precipitados gerados em meios multielementares, possivelmente porque ndo existe
um efeito mais predominante que outro ou ainda que os efeitos se anulam ou atuam
de forma aleatdria impedindo a formacéo de um padrao de variagao.

Este resultado apresenta uma barreira para a utilizacédo desta técnica afim de
identificar se minerais estdo contaminados com mais de um dos metais alvo desse
estudo.. No caso da Exploracédo Espacial, a técnica seria indicada uma vez que 0s
sitios de extracdo apresentassem apenas um dos metais, 0 que ainda pode ser
interessante para o contexto ja que a técnica ndo necessita de grande preparo de
material e poderia fornecer informacdes importantes de composicdo, 0 que
determinaria o interesse ou ndo de explorar determinada regiao.

Na analise utilizando reflectancia, apenas no ponto final do cultivo
multielementar podemos ver uma pequena diferenca no espectro gerado, nos demais
espectros, nao foi possivel identificar nenhuma diferenca relevante ou tendéncia.
Desta maneira, podemos concluir que no contexto no qual o projeto esté inserido, que
a utilizacdo de Reflectancia UV-Vis ndo nos fornece informagdes relevantes para o
desenvolvimento de diferenciagbes de Jarositas contendo diferentes tipos de metais
toxicos sequestrados.

Concluindo, o estudo da cepa LR de Acidithiobacillus neste projeto nos levou
a entender melhor sua resposta fisioldgica e delimitar suas possiveis aplicacdes, além
das aplicacbes de algumas técnicas experimentais em seus precipitados. Isso gera

caminhos e mais possibilidades de futuros estudos que podem nos fornecer
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informacgdes interessantes tanto para o crescimento bacteriano, resisténcia a meios
multielementares e identificagdo do precipitado, isso tanto para uma aplicacido

terrestre quanto espacial.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e I|dentificar o MTC da cepa LR para os mais diversos metais potencialmente
toxicos e entender os mecanismos moleculares por tras da resisténcia;

e Simular ambientes espaciais e testar a resisténcia do microrganismo nessas
condicdes;

e Estudo estrutural do precipitado gerado de forma a definir o modo de co-
precipitacdo de metais toxicos;

e Utilizacdo de co-culturas com objetivo de melhorar a mobilizacdo dos metais
toxicos;

e Utilizacdo de moléculas relacionadas ao Quorum-sensing buscando melhorar
mobilizacédo e MTC.
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