(ongresso Brasileiro de B
EBE ‘ Engenharia Sanitaria e fimbiental

Y 2 B de Dutubra de 2015 | Rio de Janeiro | ABES

111-538 - CONTRIBUICOES PARA ALTERNATIVA TECNOLOGICA DE
BIORREMEDIACAO DE RESIDUOS DE BAUXITA PELA IDENTIFICACAO DE
MICRORGANISMOS ALCALIFILICOS EM LAGOAS VERMELHAS

Claudio Antonio de Andrade Lima®

Engenheiro Quimico pela Universidade Federal de Minas Gerais. Doutor em Engenharia Hidraulica e
Saneamento pela EESC da Universidade de S&o Paulo. Professor Associado da Universidade Federal de
Alfenas, lotado no ICT - Campus Avancado de Pocos de Caldas.

Enne Gomes Alves

Bacharela em Ciéncias Biologicas pela Universidade Federal do Tocantins. Mestra em Ciéncia e Engenharia
Ambiental pela Universidade Federal de Alfenas. Professora assistente da Faculdade Arnaldo Horécio Ferreira.
Elis Watanabe

Engenheira Ambiental pela Universidade Estadual do Para. Mestranda pelo Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncia e Engenharia Ambiental, Universidade Federal de Alfenas.

Elize Ayumi Hayashi

Bidloga pela Universidade Federal do Rio de Janeiro. Doutora em Ciéncias pelo Instituto de Microbiologia -
UFRJ. P6s-Doutoranda pelo Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia Ambiental, Universidade
Federal de Alfenas.

Fernanda Luisa de Oliveira Santos Neves

Bacharela Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia pela Universidade Federal de Alfenas. Graduanda em
Engenharia Quimica e bolsista de Iniciagdo Cientifica pela UNIFAL-MG.

Gunther Brucha

Bidlogo pela Universidade Federal de Sdo Carlos. Doutor em Engenharia Hidraulica e Saneamento pela
Universidade de S&o Paulo. Professor Adjunto da Universidade Federal de Alfenas, lotado no ICT - Campus
Avancado de Pocos de Caldas.

Endereco”): Rodovia José Aurélio Vilela, 11999 - Cidade Universitaria - Pogos de Caldas - Minas Gerais -
CEP: 37715-400 - Brasil - Tel: +55 (35) 3697-4749 - e-mail: claudio@unifal-mg.edu.br

RESUMO

Os residuos de bauxita representam importantes preocupacdes econdmicas e ambientais devido a magnitude da
guantidade gerada, ao elevado custo envolvido em seu manejo e disposi¢do, bem como, pelos riscos ao meio
ambiente advindos da elevada alcalinidade que estes residuos apresentam. A biorremediag&o in situ apresenta-
se como opgdo tecnologica para tornar os residuos de bauxita amigaveis ao meio ambiente. O objetivo do
presente estudo foi isolar e identificar bactérias presentes em amostras coletadas de deposito tipico localizado
na regido de Pocos de Caldas - MG. Para tanto, amostras de residuos foram coletadas das profundidades de
0,25, 0,50 e 1,0 m, inoculadas em cultura de enriquecimento com meio alcalino (pH 10,5) e mantidas em
aerobiose, com subsequente cultivo para isolamento de cepas a partir das culturas enriquecidas. As cepas
isoladas foram submetidas a analise por microscopia Optica, e 0 seu DNA extraido para amplificacdo e
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Foram isoladas 6 cepas de bactérias (2 de cada profundidade). Os
6 isolados apresentaram forma bacilar, coloracdo Gram-positiva, e a anélise do sequenciamento indicou que
estas cepas estéo distribuidas em 3 grupos alacalifilicos distintos, apresentando alto grau de similaridade (99%)
com as seguintes espécies: Bacillus cohnii, Bacillus pseudofirmus e Bacillus polygoni / Bacillus clarkii.

PALAVRAS-CHAVE: Residuos de bauxita, lama vermelha, bactérias alcalifilicas, biorremediac&o.

INTRODUCAO

O aluminio é o terceiro elemento quimico mais abundante na crosta terrestre e metal ndo ferroso mais utilizado
no mundo, obtido industrialmente a partir da bauxita, um minério encontrado nos grupos climaticos
Mediterraneo, Tropical e o Subtropical (ABAL, 2014). No beneficiamento comercial da bauxita para producéo
de alumina e, por conseguinte, do metal de aluminio, é utilizado o “Processo Bayer”, processo este que
promove a digestdo do minério em meio alcalino com adi¢do de grandes quantidades de hidréxido de sodio
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(NaOH) e que na etapa de clarificacdo separa o aluminato de sddio do Residuo de Bauxita (RB), um residuo
solido industrial rico em 6xido de ferro que também recebe a denominacdo genérica de lama vermelha.

A principal destinacdo adotada para os RB € a disposicdo final em grandes diques, de 10 a 50 hectares, com
vida Gtil operacional de 5 a 10 anos. Apds este tempo, o0 residuo ainda apresenta-se como uma lama espessa,
ainda com elevado pH (superior a 10), alta concentracdo de ions sollveis e escassez em matéria organica e
nutrientes (SILVA FILHO et al., 2007; NGUYEN; BOGER, 1998). Caracteriza-se como disposicdo de lama,
devido ao acréscimo de grande quantidade de agua proveniente do processo para viabilizar bombeamento,
deixando a Area de disposicio final dos Residuos de Bauxita-ARB com aparéncia de lagoa, por isto também
conhecida como lagoa vermelha.

Esta opcdo tecnoldgica demanda extensas areas com proporcional passivo ambiental, repercutindo em
importantes preocupacdes econdmicas e ambientais ndo s6 pela magnitude das quantidades geradas, elevados
custos do manejo e disposicdo, como também, pelos riscos ao meio ambiente associados a elevada alcalinidade
e capacidade de troca i6nica destes residuos.

De acordo com Ribeiro e colaboradores (2012) sdo gerados entre 0,3-1,0 tonelada RB para cada tonelada de
aluminio produzido e ja de acordo Silva Filho e colaboradores (2007), a partir de ampla revisao bibliogréfica e
inferéncias, sugere o intervalo entre 0,3 e 2,5 ton de lama vermelha/ton. Com base nestes valores e com 0s
indicadores setoriais informados pela ABAL (2014) para o ano base de 2012, estima-se a geragéo anual de RB
no Brasil entre 3 e 25 milhdes de toneladas. J& em todo mundo estima-se que algo em torno de 90 milhdes de
toneladas destes residuos gerados anualmente (KUMAR et al., 2006).

A maioria das pesquisas abordando alternativas tecnologicas para 0 RB versa sobre reuso ou reciclagem como
estratégias ambientais de maior desempenho que a disposi¢do controlada. Por outro lado, a viabilidade técnica
e econdmica tem como principal barreira a escala associada as grandes quantidades a serem movimentadas e
reduzido valor comercial. A vertente da aplicagdo da biorremediacdo como opgdo tecnoldgica para tornar RB
mais amigaveis ao meio ambiente ainda séo incipientes.

Nos residuos de bauxita podem existir microrganismos que estdo com déficit metabdlico, e que ao se fornecer
0s nutrientes necessarios, se tornardo metabolicamente ativos. Assim, eles serdo capazes de se multiplicar e
aumentar sua taxa de respiragdo e producdo de acidos organicos, fazendo com que o pH da solugdo diminua,
apos um certo periodo de tempo (WILLIAMS; HAMDY, 1982).

A elevada alcalinidade dos RB, inicialmente fator de preocupacdo ambiental por sua condi¢do de inibir
processos biolégicos surge também, como ambiente para a bioprospeccdo de microrganismos que possuem
resisténcia ou tolerancia a presenga de condigdes e elementos deste habitat. Para isso, eles devem possuir
propriedades bioquimicas intrinsecas e estruturais, adaptacoes fisioldgica, genéticas e alteracbes morfoldgicas
que lhes confiram resisténcia e tolerancia (KRISHNA et. al., 2014).

Organismos extremofilos sdo aqueles capazes de se desenvolver em condigdes ambientais extremas, que em
relacdo ao pH podem ser divididos em aciddfilos e alcalifilicos. As bactérias alcalifilicas possuem sua taxa de
crescimento 6tima em um pH entre 10 e 12 (KRULWICH ; GUFFANTI, 1989). Este tipo de bactéria produz
acidos organicos no meio fazendo com que o pH da solucdo diminua (HORIKOSHI, 1999). As alcalifilicas
podem ser isoladas a partir de solos "normais" que apresentam condic¢Bes alcalinas transientes geradas por
atividades bioldgicas, porém, sdo naturalmente encontradas em ambientes alcalinos estaveis, como lagos de
soda e em processos industriais (GRANT et al., 1990).

Neste contexto, torna-se fundamental conhecer os microrganismos alcalifilicos existentes junto aos residuos de
bauxita, assim como sua capacidade de produzir acidos, para que se possa vislumbrar o uso destes em
processos de bioremediacdo de RB. Como pouco se conhece sobre o estabelecimento de populacGes
microbianas nos referidos locais, o objetivo do presente estudo foi isolar e identificar a microbiota alcalifilica
cultivavel presente nos residuos de bauxita (RB) com potencial de contribuicdo para a opcdo da
biorremediacdo deste residuo a partir de amostras coletadas em area de disposicdo (ARB) localizada na regido
de Pogos de Caldas - MG.
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MATERIAIS E METODOS

Buscou-se selecionar uma ARB representativa, em pior condi¢do para encontrar microrganismos, isto €, antes
do inicio da fase de reabilitacdo da area. Chegou-se a escolha a uma area onde a alimentacdo foi suspensa em
2013, com amostras sendo coletadas em uma célula construida no topo, retiradas em diferentes profundidades
e assim nomeadas: A (0,25 m); B (0,50 m) e C (1,0 m).

As amostras retiradas sugerem ser de RB depositados entre 23/08/10 e 05/11/10, isto é, com idade média de 4
anos.

Para enriquecimento dos microrganismos alcalifilicos, foi utilizado meio de cultura alcalino, adaptado de
Agnew e colaboradores (1995). A composicdo final da cultura foi a seguinte: 73% meio mineral basal, pH
10,5, suplementado com extrato de levedura e oxalato de sodio; 1% solucdo traco de metais; 1% solugdo de
vitaminas; 25% indculo. A incubagcdo foi feita em aerobiose, com agitacdo a 30°C e 150 RPM, por 6 dias. Uma
série de cultivos por plagueamento em &gar foi feita para isolamento de col6nias. Foram selecionadas
aleatoriamente 2 col6nias originarias de cada amostra para analises posteriores. As culturas de cada cepa
isolada foram coradas por Gram, visualizadas ao microscdpio optico e fotodocumentadas.

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada através do sequenciamento do gene 16S rRNA. Para isso,
0 DNA dos isolados foi extraido através do Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). O DNA
extraido foi submetido a amplificagcdo do 16S rRNA por reagdo em cadeia de polimerase (PCR), utilizando os
pares de primers (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’)/1401r (5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGA-
ACG3’) e 338f (5’ACTCCTACGGGAGGC AGCAG3’)/ 1401r, especificos para o Dominio Bactéria. Os
produtos de PCR amplificados foram sequenciados utilizando o sistema ABI 3730 DNA Analyser. Os dados
brutos do sequenciamento foram tratados através do Electropherogram Quality Analisis (TOGAWA,
BRIGIDO, 2003), para a avaliacdo da qualidade do sequenciamento pelo Phred. As sequéncias selecionadas
(préximo a 1200pb) foram comparadas com sequéncias ja catalogadas no banco de dados do GenBank através
do BLAST. Foi feito o multiplo alinhamento e edigdo das sequéncias em estudo e das sequéncias de referéncia
do GenBank, através do BioEdit, e a construgdo da arvore filogenética foi feita utilizando o MEGA 6.0.

RESULTADOS

Foram isoladas 6 cepas de bactérias (2 de cada profundidade) que apresentaram forma bacilar com tamanhos
variando entre 2 a 4 um, coloragdo Gram-positiva, conforme figura 1.
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Figura 1: Fotos microscopicas (aumento de 1000x) das bactérias aerdbias isoladas, em laminas de
coloracdo Gram. Sendo: (Al) col6nia 1 da amostra da profundidade de 0,25 m; (A2) colénia 2, 0,25 m;
(B1) coldnia 1, 0,50 m; (B2) colénia 2, 0,50 m; (C1) colénia 1, 1 m; e, (C2) col6nia 2, 1 m.
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Ap6s os resultados do sequenciamento e tratamento dos dados, com aproximadamente 1200 nucleotideos
sequenciados, as cepas Al e A2 mostraram indice de identidade de 99% com a espécie Bacillus cohnii; B1 e

B2 similaridade de 99% para Bacillus pseudofirmus; C1 apresentou indice de identidade de 99% para Bacillus
clarkii e 99% para Bacillus polygoni (Figura 2).
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Figura 2: Arvore filogenética apds sequenciamento parcial total do gene 16S do RNA ribossomall
utilizando primers 27f, 338f/1401r, mostrando a relagdo entre as bactérias isoladas do residuo de
bauxita e as mais similares registradas no banco de dados GenBank.

Destas trés espécies, duas delas (B. pseudofirmus e B. cohnii) ja foram descritas como produtoras de acidos
organicos, indicando potencial para atuacdo no processo de neutralizacdo do residuo de bauxita. Por outro lado
a escassez de registros sobre o B. polygoni torna também de grande interesse o estudo da cepa Cl para
confirmacdo de sua identidade. Andlises bioquimicas deverdo ser feitas com as cepas isoladas para sua melhor
caracterizacdo. O estudo encontra-se em fase de correlacdo com as caracteristicas fisico-quimicas das amostras
como composicao determinada por fluorescéncia de raio X e alcalinidade, por titulacdo potenciométrica.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, conclui-se que:

Microscopicamente, as cepas isoladas Al, A2, C1 e C2 sdo morfologicamente semelhantes, com formas de
bastonetes muito finos, de tamanhos médios de 2 a 4 um. As cepas B1 e B2, por sua vez, apresentaram formas
bacilares curtas, mas de maior didmetro que as demais cepas.

O sequenciamento quase completo do gene 16S rRNA das cepas isoladas indicaram uma alta similaridade
destas com trés espécies de bactérias Gram-positivas, pertencentes ao filo Firmicutes e distribuidas em duas
familias. Onde, as cepas Al e A2 apresentaram alta similaridade a espécie Bacillus cohnii pertencente a familia
Bacillaceae, B1 e B2 a Bacillus pseudofirmus, da mesma familia, e C1 & Bacillus polygoni / Bacillus clarkii,
que recentemente foram reclassificadas na familia Sporolactobacillaceae.
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A identificacdo de microrganismos em local tdo extremo como os residuos de bauxita, incentiva a continuidade
das pesquisas para a compreensdao e aplicacdo da hip6tese motivadora de utilizacdo do processo de
biorremediagdo na gestdo de RB.
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