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The Groundwater Project: Introducao

O tema das Nagdes Unidas para o Dia Mundial da Agua, em 22 de marco de 2022,
foi “Aguas subterraneas: Tornando o invisivel visivel”. Isso se alinha com a esséncia do The
Groundwater Project (GW-Project), que visa aumentar a conscientizagao e fortalecer o
conhecimento em aguas subterraneas no mundo. Isso vem sendo realizado por meio da
publicacdo de livros e materiais de apoio sobre “todas as coisas que envolvem agua

subterranea”.

O GW-Project é uma organizagdo sem fins lucrativos, registrada no Canada em
2019, e tem o compromisso de contribuir para o avango da educagao, trazendo uma nova

abordagem para a criagdo e dissemina¢ao do conhecimento e para a compreensdo e

resolugao de problemas. O GW-Project opera o site https://gw-project.org” como uma
plataforma global para a democratizacdo do conhecimento das aguas subterraneas,
baseando-se no principio de que:

“O conhecimento deve ser gratuito e o melhor conhecimento deve ser o conhecimento livre.”
Anonimo

A missao do GW-Project é fornecer materiais educacionais acessiveis, engajantes,
de alta qualidade, gratuitos e online em varios idiomas, para todos que desejam aprender
sobre dguas subterraneas e entender como elas se relacionam e sustentam os sistemas
ecologicos e a humanidade. Este é um novo tipo de esfor¢o educacional global, baseando-
se no voluntariado de profissionais de diferentes disciplinas incluindo académicos,
consultores e especialistas aposentados. O GW-Project conta com a expressiva participacao
de centenas de voluntérios associados a mais de 200 organizagdes de mais de 14 paises e

seis continentes, e esses nimeros seguem crescendo.

O GW-Project comegou a publicar livros em agosto de 2020 e é um projeto em
continua expansao, com o objetivo de publicar centenas de livros online nos proximos anos.
Esses livros serao publicados primeiro em inglés e depois em outros idiomas, e serao
disponibilizados para download onde quer que a Internet esteja disponivel. As publicacdes
do GW-Project também incluem materiais de apoio, como videos, palestras, demonstracdes
de laboratério e ferramentas de aprendizado, além de fornecer ou vincular softwares de
dominio publico para varias aplicagdes que apoiem o processo educacional sobre aguas
subterraneas.

O GW-Project ¢ uma entidade viva, portanto edi¢des subsequentes dos livros serao

publicadas de tempos em tempos. Os leitores sao convidados a propor revisoes.

Agradecemos por fazer parte da comunidade do GW-Project. Esperamos seu
feedback sobre sua experiéncia com nossos livros e materiais de apoio. Estamos abertos a
ideias e voluntarios!

Comité Diretor, The GW-Project
Julho de 2021
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Apresentacao

A microbiologia de dguas subterraneas ¢ o estudo dos organismos microscopicos,
principalmente bactérias, que habitam os sistemas aquaticos subterraneos. Dos topicos que
compodem a ciéncia das aguas subterraneas, a microbiologia passou por grandes avangos nos
ultimos 40 anos. Os microrganismos habitam quase todos os lugares do subsolo, mesmo sob
condig¢Oes adversas como alta temperatura e elevada salinidade a grandes profundidades. Os
microrganismos influenciam e até mesmo podem controlar os processos geoquimicos. Portanto,
sao importantes para a qualidade natural das aguas subterraneas, ou seja, para as concentragdes
de ferro, manganés e arsénico. Juntamente com o potencial redox e o pH, a microbiota
determina o odor e a cor da agua de pogo. Os microrganismos indicam quando o entupimento
de pogos € um problema e, muitas vezes, indicam se os produtos quimicos antropogénicos
(contaminantes) persistem nas aguas subterraneas.

Os microrganismos residiram em estratos ao longo do tempo geoldgico e foram
ativados quando as condi¢gdes ambientais mudaram. Como os seres humanos, eles precisam de
energia e nutrientes (por exemplo, alimentos) para sobreviver, mas podem sobreviver por
milénios com pouca disponibilidade de seus elementos essenciais a vida. No entanto, quando
esses elementos sao fornecidos em quantidades maiores do que o minimo necessario, os
microrganismos se multiplicam e alteram a hidroquimica. Essas mudancas podem também
ocorrer em resposta as alteragdes do ambiente e da hidrologia causadas pelos humanos.

A medida que a agua subterranea se move ao longo de seu caminho de fluxo, das areas
de recarga para descarga, ela pode passar por estratos que nao contém microrganismos e, em
seguida, passar por uma zona com condi¢Oes favordveis a vida microbiana, que por sua vez
alteram acentuadamente a dgua subterranea. A quimica das dguas subterraneas pode ser
governada pelos minerais e pelos microrganismos em contato com a agua ao longo de seus
caminhos de fluxo. Zonas de atividade microbiana substancial podem ocupar apenas uma
pequena porcao do sistema de dguas subterraneas, mas podem ser a influéncia dominante na
composi¢ao quimica da agua em grande parte do sistema. O que a agua subterranea transporta
para uma zona, o que acontece na zona e o que € transportado para fora da zona sao aspectos
importantes.

Este livro apresenta os principios da microbiologia de dguas subterraneas, incluindo a
estrutura e o crescimento das células microbianas, a bioenergética e o metabolismo dos
microrganismos, e as influéncias geoquimicas e fisicas nos microrganismos, com énfase na
qualidade natural da 4gua, mas também considerando o papel dos microrganismos nas aguas
subterraneas contaminadas.

Este é o primeiro livro do GW-Project escrito por um professor em colaboragao com
estudantes de Pos-Graduagao. O GW-Project incentiva esse tipo de colaboracdao em equipe. O
autor Dr. Grant Ferris é Professor Sénior do Departamento de Ciéncias da Terra na
Universidade de Toronto, Canada, e realiza pesquisas em microbiologia ambiental em muitos
locais ao redor do mundo. Esse departamento também é o lar académico da autora Natalie
Szponar, que ap6s uma década como hidrogeologa consultora, atualmente é doutoranda com
foco em geoquimica aquosa e isotopica. O autor Brock Edwards, cuja pesquisa esta focada nas
emissOes de gases por vulcdes ativos, € doutorando no Centro de Ciéncias de Observacao da
Terra da Universidade de Manitoba, Canada.

John Cherry, Lider do The Groundwater Project
Guelph, Ontario, Canada, julho de 2021
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Prefacios

Edicdo em portugués

Microbiologia de Aguas Subterraneas é um livro que fala do invisivel que habita o
invisivel. E esses invisiveis sdo ainda mais magicos quando se encontram. Pode-se dizer
que o estudo de microrganismos de d4guas subterraneas passa duplamente a mensagem do
tema das Nagdes Unidas para o Dia Mundial da Agua de 2022. Poderfamos definir esse
livro como: “Microbiologia de Aguas Subterraneas: Tornando visivel o invisivel que habita
o invisivel”.

Esse livro foi escrito baseado em dois principios que nds, tradutoras, apoiamos
muito: i) Que a microbiologia é incrivel e estd em todo lugar e ii) Que a educagao deve ser
publica, gratuita e de qualidade. Por isso lhe incentivamos a mergulhar nas proximas
paginas e se deparar com muitas evidéncias que comprovam o quanto a microbiologia é

importante e capaz de protagonizar a presenca de vida em um ambiente improvavel.

Este livro retine conhecimentos basicos de microbiologia, como por exemplo a
forma com a qual os microrganismos se estruturam, crescem e sobrevivem, até
conhecimentos mais avangados relacionados a interacao dos microrganismos com os

ambientes aquaticos subterraneos.

O contetido deste livro é importante para compreensao da simbiose existente entre
o ambiente e a vida, tendo em vista que a diversidade microbiana muda de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas das dguas subterraneas, tal qual essas caracteristicas da agua
mudam de acordo com os microrganismos presentes. Essas relagdes influenciam na
qualidade natural da 4gua, mas principalmente podem ser usadas a favor da recuperagao
da qualidade de aguas subterraneas que foram contaminadas por agentes quimicos
organicos e inorganicos de origem antropogénica.

Esperamos que esse livro possa se tornar sua fonte de conhecimento, tanto se vocé
for um especialista em dguas subterraneas quanto um especialista em microbiologia (ou
apenas um entusiasta dessas areas de conhecimento), e o incentivo para unir ainda mais

esses invisiveis.

Edicao original

A microbiologia de dguas subterraneas ¢ o estudo dos organismos microscopicos
que habitam os sistemas aquaticos subterraneos. Por muitos anos assumiu-se que os
materiais geologicos sob nossos pés eram repositorios de organismos mortos ha muito
tempo, em vez de habitats para seres vivos. Descobertas recentes das ultimas décadas
demonstraram a existéncia de um mundo diversificado de microrganismos vivendo no
subsolo, independentes da presenga de luz solar e oxigénio e, muitas vezes, prosperando

sob condicdes fisicas extremas e limitacao de nutrientes.
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Sistemas de dguas subterraneas sao ambientes particularmente favoraveis para
microrganismos, com temperaturas relativamente estaveis, fornecimento de nutrientes por
meio do fluxo de dgua, abundancia de minerais e superficies de fratura para colonizar.
Qualquer consideracao sobre sistemas de dguas subterraneas deve, portanto, abordar os
microrganismos que vivem la — pois eles ndo sao habitantes passivos. Em vez disso, as
capacidades metabdlicas tinicas dos microrganismos os tornam agentes-chave no fluxo de
energia e no processamento de compostos organicos e inorganicos em ambientes
subterraneos, afetando a composi¢ao quimica das dguas subterranea e as propriedades

tisicas dos sedimentos e formagoes rochosas por onde essas aguas ocultas se movem.

Este livro apresenta os principios da microbiologia de &guas subterraneas,
introduzindo aspectos da estrutura e crescimento celular, da bioenergética e metabolismo
de microrganismos de subsuperficie, e apresentando as influéncias geoquimicas e fisicas
da elevada atividade microbiana nos sistemas aquaticos subterraneos e na qualidade da
agua. Conforme resumido nas tltimas se¢des do livro, o acoplamento de microrganismos
com seu entorno geologico — um vinculo estabelecido ha bilhoes de anos quando a vida se
estabeleceu em nosso planeta — € de particular valor para a biorremediagao e precipitacao
mineral induzida por microrganismos, com aplicagdes na descontaminagdo de aguas

subterraneas e na redugdo da permeabilidade do aquifero, por exemplo.

Conforme revelado neste livro, a microbiologia tem um papel central na
determinagao dos padrdes quimicos das dguas subterraneas. Estudos de contaminagao de
aguas subterraneas e sua remediagdo que nao incorporam conhecimentos microbioldgicos
tendem a negligenciar oportunidades para entender os importantes processos que
governam as condigdes no local e, portanto, ndo reconhecem opgdes alternativas de
tratamento. Portanto, nés recomendamos a inclusao de um membro com experiéncia em
microbiologia em todas as equipes interessadas em investigar a contaminacao e remediacao

de dguas subterraneas.
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1 Introducéo

Como parte integrante do ciclo hidroldgico, os sistemas de aguas subterraneas sao
influenciados por uma série de processos fisicos, ambientais, hidraulicos e biogeoquimicos.
Isso inclui mudangas sazonais no clima e precipitagao, variagdes locais a regionais na
porosidade e permeabilidade dos materiais subterraneos, a formagao e dissolugao de
minerais ao longo dos caminhos de fluxo das dguas subterraneas, o transporte de massa
reativa e a biotransformagdo de substancias quimicas por microrganismos. Com o
entendimento de que as dguas subterraneas € um recurso global de quantidade e qualidade
altamente varidveis, o papel da microbiologia nos processos biogeoquimicos emergiu como

um topico essencial na hidrogeologia.

Por muitos anos pensou-se que o subsolo da Terra era praticamente desprovido de
vida. Acreditava-se que a presencga de organismos vivos estava limitada principalmente ao
solo e aos ambientes da rizosfera (raiz das plantas). No entanto, descobertas nas ultimas
décadas revelaram uma vasta e diversificada biosfera microbiana que se estende varios
quilometros abaixo da superficie da Terra (Kallmeyer et al., 2012; Bar On et al., 2018;
Magnabosco et al., 2018). Essas descobertas surgiram da crescente percepgao de que os
componentes considerados necessarios para a vida acima do solo — luz solar, oxigénio,
carbono organico abundante — sdo desnecessarios para diversos microrganismos. Uma
grande variedade de fontes de energia “ndo convencionais” € utilizada por diferentes
microrganismos, incluindo uma enorme variedade de compostos inorganicos e até mesmo
compostos organicos que sao toxicos para outros organismos. Essa capacidade metabdlica
Unica torna os microrganismos agentes-chave no fluxo de energia e renovagao da matéria
condensada (por exemplo solidos e liquidos cristalinos e amorfos, incluindo cristais
liquidos, vidros, polimeros e géis) em processos de transporte reativos, conectando os
sistemas de dguas subterraneas aos ambientes superficiais no ciclo hidrolégico (Falkowski
et al., 2008; Lin et al., 2012).

Na condicao de habitat exclusivo para microrganismos, o subsolo é caracterizado
pela auséncia total de luz, temperaturas relativamente constantes e escassez de nutrientes,
incluindo carbono organico. O metabolismo microbiano sob essas condi¢des pouco
convidativas pode ser muito mais lento do que na superficie da Terra, e estd condicionado
a duragao e escala de tempo dos processos hidrogeoldgicos ao invés dos ciclos diarios e
sazonais governados pela luz solar. As condigdes relativamente estaveis do subsolo fazem
com que as populagdes de microrganismos possam sobreviver e até mesmo prosperar por
longos periodos e, portanto, exercer uma influéncia biogeoquimica significativa em seus
arredores. Isso é especialmente importante em um contexto social porque a atividade
microbiana afeta diretamente a composi¢ao quimica e a qualidade das dguas subterraneas,
que sao um recurso importante de dgua potavel para grande parte da populagao mundial.

A presenga de microrganismos pode ser benéfica, podendo contribuir para a degradagao
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de substancias toxicas, ou prejudicial, como no caso da contaminagdo de aquiferos por

microrganismos patogénicos provenientes do esgoto.

Este livro investiga os fundamentos da microbiologia das dguas subterraneas,
iniciando pelas caracteristicas dos microrganismos e sua grande predominadncia em
ambientes subterraneos da Terra. A estrutura de células microbianas, o crescimento, a
ecologia e a bioenergética sao introduzidos para construir alguma familiaridade com a
ampla 4rea de conhecimento que é a microbiologia. O conceito de sistemas de dguas
subterraneas como habitat para microrganismos é discutido em termos de limitagdes fisicas
e da profunda distribui¢ao da vida em ambientes subsuperficiais. Aspectos sobre equilibrio
de carbono inorganico dissolvido, pH, processos de oxidagao-redugao (redox), reagdes de
dissolugao-precipitagao mineral e o comportamento de células microbianas como solidos
geoquimicamente reativos serao considerados para uma analise da influéncia da atividade
microbiana em processos quimicos em dguas subterraneas. As segOes finais do livro
abordam o transporte e o movimento de microrganismos através de sistemas de aguas
subterraneas e o potencial e bem conhecido papel dos microrganismos na hidrogeologia e

remediacao de contaminantes.
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2  Microbiologia

A microbiologia é o estudo das formas de vida extremamente pequenas que nao
podem ser vistas sem uma lente de aumento ou microscopio (Heim et al., 2017). Esta
definicao operacional aplica-se a organismos unicelulares com tamanho inferior a cerca de
10* m (0,1 mm ou 100 um) (Figura 1). O mundo microscépico também inclui os virus, que
sao as menores entidades bioldgicas da natureza (diametro de ~107 m), contendo proteinas
e material genético, seja acido ribonucleico (RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA). Os
virus sao agentes infecciosos que dependem de processos metabdlicos da célula hospedeira

para se reproduzir, entdo ha algum debate sobre os virus serem realmente seres vivos.

-8 -6 -4 -2 0 2
Diametro (log,,m)
[ < Microbiologia ~ [  Macrobiologia — |

Figura 1 - Distribuicdes de tamanho de a) macroeucariotos, b)
microeucariotos, c) procariotos e d) virus.

Para além do tamanho, o escopo da microbiologia é bastante amplo. Ele abrange
todos os trés dominios da vida e seus diferentes microrganismos classificados como
Bacteria, Archaea ou Eukarya. Todos os membros dos dois primeiros dominios sao
microrganismos procariontes que nao possuem nucleos membranosos. O apelido
“bactéria” é frequentemente adotado, como sera neste livro, para se referir a procariontes
em geral, porque Bacteria jA foram classificadas como Eubacteria, e Archaea como
Archaebacteria. O terceiro dominio, Eukarya, sdo eucariotos que possuem nucleos ligados a
membrana. Essa caracteristica definidora € comum nao apenas para plantas e animais, mas

também a uma variedade de microrganismos incluindo fungos, protozoarios e algas.
A classificagdio dos organismos vem sendo revolucionada por avangos

extraordindrios na biologia molecular que permitem o sequenciamento de cromossomos

inteiros. Para os procariontes, esses métodos expuseram uma enorme diversidade genética
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dificilmente reconhecida na hierarquia tradicional de categorias taxondmicas. Uma parte
importante do problema é que a reprodugao sexuada como caracteristica definidora no
nivel taxondmico de uma espécie nao se aplica aos procariontes, que geralmente se
multiplicam por fissao binaria assexuada. Outra parte intrigante desse dilema é que agora
€ possivel identificar microrganismos na natureza, e que nao podem ser isolados e
cultivados em culturas puras de laboratdrio. Tais avangos sugerem que os microrganismos
ndo isoldveis representam mais de 90 por cento da diversidade total da maioria das

populagdes microbianas procariontes.

Em comparagao com os eucariotos, os procariontes estao entre os organismos mais

abundantes, difundidos e funcionalmente diversos da Terra. Existem tipicamente 10° a 10°

células em um mililitro de 4gua doce e 108 a 10° células em um grama de solo. Inventarios

039 células de bactérias habitam a Terra e incluem até 102

globais indicam que cerca de 1
(ou seja, um trilhdo) de espécies diferentes, de acordo com alguns modelos ecologicos
(Mora et al.,, 2011; Locey e Lennon, 2016; Louca et al., 2019). Isso corresponde a varias
ordens de magnitude maior do que o numero de 10% a 10° espécies previsto para eucariotos.
Quando se trata de biomassa total, as estimativas globais sao da ordem de 500 a 700 GtC
(Giga toneladas métricas de Carbono), sendo 1 GtC =10"? kg de carbono. Sugere-se que
somente os procariontes representem de 15 a 48 por cento (81 a 327 GtC) da massa total de
carbono na Terra, com até 90 por cento dessa biomassa habitando sistemas de aguas
subterraneas terrestres e abaixo do fundo do mar (Kallmeyer et al., 2012; Bar-On et al., 2018;

Magnabosco et al., 2018).

2.1 Estrutura da Célula Procarionte

Os microrganismos procariontes sao entidades vivas com tamanho caracteristico e
estrutura celular distinta. Eles sdo envoltos por complexos envelopes multicamadas que
servem como um limite protetor entre o interior e o exterior das células individuais
(Konhauser, 2007; Kleanthous e Armitage, 2015). O envelope celular também fornece forga
fisica e forma a esses microrganismos, suporta a geragao de energia para crescimento e
divisdo, permite a passagem seletiva de nutrientes de fora e de residuos de dentro, facilita
a motilidade e permite que as células interajam com o ambiente. O envelope celular de
quase todas as bactérias consiste em duas camadas principais: uma membrana
citoplasmatica interna (também conhecida como membrana plasmatica) e uma parede

celular externa.

A membrana citoplasmatica consiste em uma bicamada de lipidios, além de
proteinas que contribuem para o transporte ativo de solutos, processos metabdlicos e
comunicagado entre a célula e o ambiente. A maioria dos lipidios sao fosfolipidios compostos
de 4cidos graxos, ligados a uma cadeia principal de fosfato de glicerol por ligagoes éster em
Bacteria e ligagOes éter em Archaea. Pequenas moléculas polares podem se difundir através
da bicamada lipidica, mas a passagem de ions e grandes moléculas polares € restrita e
depende de proteinas de transporte especificas incorporadas na membrana. A viabilidade
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das células procariontes depende criticamente da integridade fisica da membrana
citoplasmatica porque a falha estrutural resulta em morte celular.

Dois tipos basicos de paredes celulares de procariontes sdao distinguidos por sua
resposta ao método coloragao de Gram, que consiste em um teste de longa data usado para
a classificacao de bactérias por meio de microscopia Optica (Figura 2). As paredes celulares
de bactérias Gram-positivas sao constituidas por peptidoglicano (uma rede de
mucopolissacarideos reticulados em trés dimensdes por pontes peptidicas) e uma
variedade de polimeros secundarios (dcidos teicdicos ou teicurdnicos e proteinas). Por
outro lado, as paredes celulares de bactérias Gram-negativas possuem lipopolissacarideos,
fosfolipidios e proteinas arranjados em uma bicamada de membrana (a membrana externa).
Comprimido entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica estd uma fina camada
de peptidoglicano. Algumas bactérias possuem paredes celulares que nao possuem
caracteristicas nem Gram-positivas e nem Gram-negativas. As paredes celulares de Archaea
ndo possuem o tipo de peptidoglicano encontrado em Bacteria e, em vez disso, possuem
pseudopeptidoglicano, glicoproteinas ou proteinas isoladas. Além disso, as paredes
celulares de procariontes sdo diferentes de plantas e fungos eucariontes, compostas de
celulose e quitina, respectivamente.

a)

b R VR et

Figura 2 - Micrografias eletronicas de transmissdo de secao fina mostrando exemplos de células bacterianas
a) Gram-positivas e b) Gram-negativas. Ambas as células séo envolvidas por uma membrana plasmatica (PM).
Uma parede celular de peptidoglicano (PG) envolve a célula Gram-positiva, enquanto a célula Gram-negativa
possui uma membrana externa (OM); entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica esta uma fina
camada de peptidoglicano. Substancias poliméricas extracelulares (EPS), que sdo produzidas por muitos tipos
de bactérias, sao evidentes na célula Gram-positiva. Ja a célula da bactéria Gram-negativa possui uma camada
de superficie proteica regularmente estruturada (RS). Barras de escala = 80 nm.

A parede celular é responsavel por fornecer resisténcia mecanica e forma as células
procariontes. Se agentes como lisozimas ou antibioticos danificam a camada de
peptidoglicano, ocorrerd a lise celular (quebra da membrana de uma célula) devido a
pressao de turgescéncia do citoplasma. Uma boa analogia para a pressao de turgescéncia é
a forca que atua em um balao cheio de dgua, empurrando a 4gua contra as paredes do
baldo. Quando se trata de forma celular, a maioria das bactérias possui uma das trés
morfologias basicas: cocos esféricos, bacilos em forma de bastonete ou variedades curvas
que podem ser em forma de virgula ou até espirais alongadas. Embora muitas bactérias
existam como células solitdrias, algumas permanecem ligadas entre si em forma de pares,
tétrades cuboidais, cadeias ou aglomerados aleatérios, dependendo da geometria da
divisdo celular (Figura 3).
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Figura 3 - a) Epifluorescéncia fotomicrografica de células bacterianas, em formato de cocos, crescendo em
forma de tétrade. b) Fotomicrografia de contraste de interferéncia diferencial de bactérias, em formato de
bacilos, crescendo em forma de cadeia entre bainhas vazias de bactérias filamentosas. Barras de
escala =4,0 ym.

Substancias poliméricas extracelulares (EPS, sigla em inglés), compostas
principalmente de polissacarideos acidos (carboidratos com moléculas de agticar ligadas) e
proteinas, sao frequentemente secretadas em grandes quantidades por procariontes para
formar revestimentos hidratados externos ao redor das células (Figura 2a). Essas camadas
de EPS possuem elevado grau de variabilidade estrutural, podendo consistir em camadas
difusas de lodo ou cépsulas e revestimentos altamente organizados. Duas propriedades
fisico-quimicas das EPS contribuem para suas funcgdes: i) Sao revestimentos de superficie
celular altamente hidratados, protegendo contra déficits de umidade e perda de agua, e ii)
a desprotonagao (transferéncia de um proton em uma reacdo acido-base) de grupos
funcionais acidos promove o desenvolvimento de uma carga superficial negativa liquida.
Essa segunda propriedade faz com que as EPS funcionem como uma resina de troca iénica
(sorvente) para a captura de nutrientes dissolvidos e protegao contra agentes quimicos
toxicos. A camada de EPS possui fungoes adicionais importantes, incluindo auxiliar no

reconhecimento celular, na fixagao a superficies e na formagao de biofilmes.

Muitos microrganismos procariontes possuem arranjos proteicos de superficie
regularmente estruturada (camadas RS ou S) na parte externa de suas paredes celulares
(Figura 2b). Estes sao conjuntos de subunidades de proteinas dispostas em formatos de
empacotamento linear, quadrado, tetragonal ou hexagonal. Os poros estao localizados
entre as subunidades de proteina que se estendem completamente através do arranjo,
formando canais abertos com 2 a 3 nm de diametro para a parede celular subjacente. Isso
permite que as camadas de RS funcionem como uma peneira molecular, permitindo a
passagem de pequenas moléculas e excluindo grandes agentes deletérios, como enzimas
degradadoras de parede, além de proteger as células de ataques de virus bacteriofagos ou

bactérias predadoras, como Bdellovibrio.

No dominio Bacteria existem os flagelos, que sao filamentos de proteinas helicoidais
com cerca de 20 nm de didmetro e até 20 pm de comprimento, e sdo responsaveis pela
motilidade natatdria (Figura4a). Eles podem estar localizados em uma ou ambas as

extremidades de uma célula ou estarem dispostos de maneira uniforme (peritriquida) em
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torno de uma célula. Os corpos basais dos flagelos estdo ancorados na membrana
citoplasmatica e consistem em estruturas em anel que atuam como um motor elétrico em
miniatura. A rotagao flagelar é impulsionada pela energia obtida do transporte ativo de
ions através da membrana citoplasmatica. Quando os flagelos giram no sentido horario, as
células nadam para frente, enquanto a rotagdo no sentido anti-hordrio produz um

movimento de tombo.

Pili (também chamado de fimbrias) sao apéndices de proteinas filamentosas finas
com 2 a 10 nm de didmetro e de até varios micrometros de comprimento (Figura 4b). Eles
se estendem para fora da membrana citoplasmatica através da parede celular, mas nao
possuem estruturas de ancoragem complexas andlogas aos corpos basais flagelares. Alguns
pili desempenham uma fung¢ao na facilitagdo da ligagdo de procariontes a superficies,
enquanto outros permitem a transferéncia de material genético entre células em um
processo chamado conjugagao. Outro grupo, conhecido como pili tipo IV, é capaz de se
contrair e causar um movimento de espasmos que as vezes € realizado por células presas a
superficies. Evidéncias adicionais sugerem que a motilidade de deslizamento de algumas
bactérias sobre superficies sélidas é pelo menos parcialmente dependente da producao de
pili tipo IV. Outras evidéncias sugerem que os flagelos de Archaea se assemelham aos pili

tipo IV, em contraste com os de Bacteria.

-

Figura 4 - a) Epifluorescéncia fotomicrografica de células de Bacillus subtilis com flagelos peritriquios
marcados com uma coloracdo verde fluorescente (reproduzida sob os termos da licenga Creative Commons
Attribution 3.0 de Wang et al., 2017). b) Coloragdo negativa de micrografia eletrdnica de transmisséo de pili
tipo IV (seta) de Pseudomonas aeruginosa (reproduzida sob os termos da licenca Creative Commons
Attribution 3.0 de Chanyi e Koval, 2014). Barras de escala = 500 nm.

Para sobreviver a periodos sob estresse ambiental, alguns géneros de bactérias
(como Bacillus e Clostridium) formam estruturas dormentes, resistentes e nao reprodutivas
chamadas enddsporos. Bactérias do dominio Archaea nao sao conhecidas por formar
enddsporos. As células individuais que passam por esporulacdo produzem um tunico
enddsporo internamente no citoplasma. Uma vez produzido, o enddsporo contém um

nucleo de DNA e ribossomos cercados por uma camada protetora com multiplas camadas

de peptidoglicano e proteinas. Os enddsporos sao inativos e nao apresentam metabolismo
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detectavel. Eles podem sobreviver a estresses fisicos e quimicos extremos, como radiagao
ultravioleta, temperaturas extremas, desinfetantes e dessecagao. Nesse estado inanimado,
os endosporos podem permanecer viaveis por centenas a milhares de anos, e talvez até

milhoes de anos.

2.2 Crescimento Celular e o Ambiente

Embora os procariontes sejam abundantes e amplamente distribuidos na natureza,
suas taxas de crescimento e func¢Oes metabolicas sao sensiveis as condi¢des do ambiente.
Isso inclui parametros fisicos e quimicos, como temperatura, pressao, pH, potencial de
Oxidagao-Redugao (também conhecido como potencial redox), forga idnica e
disponibilidade de nutrientes. Para alguns ambientes com condic¢des extremas, como alta
temperatura ou baixo pH, os procariontes sao a inica forma de vida capaz de sobreviver e

crescer.

De todas as propriedades do ambiente, a temperatura exerce um efeito
particularmente intenso no crescimento de procariontes. Isso ocorre porque as taxas de
reagao quimica e metabodlica aumentam com a temperatura, seguindo a relagao de

Arrhenius mostrada na Equacao 1.

k = A e Fa/RT (D
onde:
k = constante de velocidade da reagao (1/T)
A = fator de frequéncia de colisoes (1/T)
E, = energia de ativacao da reacao (ML?)/(T?2mol)
R =

constante universal dos gases ideais (ML2)/(T?°K mol)

T = temperatura absoluta em graus Kelvin (°K)

Os procariontes geralmente crescem melhor préximo a uma temperatura ideal
caracteristica. A temperatura ideal de crescimento de procariontes psicréfilos (amantes do
frio) é de cerca de 10°C, enquanto os termofilos (amantes do calor) preferem temperaturas
acima de 40°C. Os procariontes mesofilos crescem bem em temperaturas médias entre 20 e
40°C. Nos extremos, os procariontes sobrevivem em temperaturas tao baixas quanto -20°C
e tao altas quanto 120°C, desde que a agua seja mantida em estado liquido por sais

dissolvidos e alta pressao, respectivamente.

A exposicao a altas pressoes tende a impedir o crescimento de procariontes que
estdo acostumados a pressao atmosférica. Entretanto, existem microrganismos que vivem
em ambientes oceanicos de alta pressao e subsuperficiais, classificados como barotolerantes
(capazes de tolerar altas pressoes) e até mesmo barofilicos (que precisam de altas pressoes).
Esses procariontes sao capazes de estabilizar suas membranas citoplasméaticas por meio da
alteragdo da composicao de acidos graxos dos fosfolipidios, e dessa forma compensar

gradientes de pressao extremos entre o interior e o exterior das células.
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Definido como o logaritmo negativo da concentracdo molar de protons (ion
hidrogénio, H"), o pH ¢é considerado uma variavel mestre em quimica e biologia. O pH é

definido na Equacao 2.
pH = —log[H] 2)

Isso ocorre porque os préotons estao envolvidos em quase todos os tipos de reagoes
quimicas e metabolicas, incluindo acido-base, complexacao aquosa, adsorgao superficial e
reacoes redox. A grande maioria dos procariontes fica bastante confortavel crescendo na
faixa de pH neutra da maioria das aguas naturais, de cerca de 5,7 para dgua metedrica
intocada a cerca de 8,0 para agua do mar. Os acidofilos, por sua vez, sao adaptados para
crescer em pH < 3,0, como por exemplo na drenagem 4cida de minas e fontes termais acidas.
Na outra extremidade do espectro de pH estao os alkaliphiles, vivendo em pH > 10 em lagos

salinos alcalinos e solos calcarios alcalinos.

Os potenciais redox ambientais, medidos com um eletrodo de platina, sao
frequentemente discutidos em termos da presencga (aerdbia, 6xica) ou auséncia (anaerdbia,
anoxica) de oxigénio. Esta € uma simplificacdo do significado eletroquimico do potencial
de Oxidagao-Redugao (Eh), que é definido em relagdao ao Eletrodo Padrao de Hidrogénio
(EPH) para uma reacdo genérica de meia célula envolvendo oxidante (ox) e redutor

conjugado (red) (Equagao 3) pela equacao de Nernst (Equagao 4).

ox + nHY +ne” =red ©))

2,303RT . [ox][H*]" “4)
nF 5 [red]

Eh = ER® +

Com base na equagdo de Nernst, altos potenciais redox (Eh) sao indicativos de
condigdes oxidantes (maior abundancia de espécies quimicas oxidadas), enquanto valores
mais baixos de Eh correspondem a condi¢Oes redutoras (espécies quimicas reduzidas
dominam). Além disso, o valor do Eh tende a diminuir com o aumento do pH devido a
dependéncia logaritmica da concentragao de prétons. Quando as concentragdes de ox e red
sdo iguais em pH = 0 (também chamadas de condi¢des padrado), entdao Eh é igual ao

potencial padrao de meia célula Eh°.

O uso de eletrodos de platina para medir potenciais redox ambientais é
historicamente baseado no trabalho de C.E. Zobell com sedimentos marinhos (Zobell,
1946). No entanto, os sedimentos e os sistemas de dguas subterraneas raramente estdo em
equilibrio termodinamico no que diz respeito as reagdes de oxidagao-redugao. Além disso,
muitos oxidantes importantes (como oxigénio molecular) e redutores (como carbono
organico) nao reagem reversivelmente em eletrodos de platina. Por estas razoes, as
medicoes de Eh nao demonstram ser quantitativamente significativas em ambientes

aquosos, incluindo sistemas de dguas subterraneas (Lindberg e Runnells, 1984).

Quando se trata de crescimento de procariontes, a distingdo entre condigOes

aerdbias (presenca de oxigénio molecular) versus anaerobias (pouco oxigénio molecular ou
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ausente) é mais importante do que se um ambiente especifico esta oxidando ou reduzindo.
Muitos procariontes, e quase todos os eucariotos, requerem oxigénio para sobrevivéncia e
crescimento. O limite inferior para esses aerobios estritos é aproximadamente 1 por cento
(referido como o Ponto de Pasteur) da concentracdo de oxigénio atmosférico
(p0;=0,21 atm). No entanto, um grande niimero de outros procariontes pode crescer na
auséncia de oxigénio como anaerdbios facultativos ou estritos (Stolper et al., 2010). Esta é a
principal razao pela qual comunidades procariontes complexas prosperam em ambientes
isolados do contato direto com a atmosfera, como em sedimentos e sistemas de aguas

subterraneas.

A forga idnica das dguas naturais tem multiplas implicages para o crescimento de
procariontes, especialmente em termos de atividade aquosa e equilibrio osmético. Como
medida da concentracao de ions em solugao, a forca idonica molar I (mole/L) é calculada

para n espécies idnicas conforme mostrado na Equagao 5.

I~ ()
I == ) ¢z
7,
i=1

onde:

Ci

concentra¢ao molar do ion i (mol/L2)

Zj

numero de carga do ion i (adimensional)

Como nem sempre € possivel (ou vidvel) obter uma andlise quimica completa de
todos os ions dissolvidos em solu¢do, uma aproximagao conveniente para a forga idnica
molar em fungao dos sdlidos dissolvidos totais (SDT em mg/L) é dada pela Equagao 6.

I1=(25x%x107°) SDT (6)

Um aumento na forga idnica faz com que a solugao se desvie do comportamento
ideal, tornando as interagdes idnicas e moleculares mais dependentes de atividades
(concentragOes efetivas adimensionais, a;) e menos dependentes de concentracdes
absolutas. Considerando a concentragao de espécies quimicas i em solugao em relagao a

uma concentragao padrao (tomada como unidade para uma fase pura) e o

c
D
correspondente coeficiente de atividade y; (que diminui em fun¢do do aumento da forca

ionica), a atividade é calculada conforme a Equagao 7.

C.
a; =Yi c—l )
P

Para os procariontes, maiores forcas idnicas e menores atividades de soluto podem
impedir o crescimento, por meio da diminuigao das taxas de reagdes quimicas e metabdlicas
(Small et al., 2001). Uma consequéncia muito mais séria é a diminuigao da atividade aquosa
que acompanha o aumento de SDT e da forca idnica. Na verdade, poucos procariontes
podem tolerar atividades aquosas muito abaixo de 0,98, o que corresponde
aproximadamente a salinidade da 4gua do mar. Em baixas atividades aquosas a agua ¢
retirada das células por osmose, interrompendo o crescimento celular normal. No entanto,
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alguns procariontes (haléfilos) conseguem crescer em salmoura (> 20 por cento de NaCl em

peso) em niveis de atividade aquosa extremamente baixos (até cerca de 0,80).

O crescimento de procariontes geralmente implica em um aumento no namero de
células individuais (Allan e Waclaw, 2019). Sob condigdes ideais de laboratorio com
suprimento ilimitado de nutrientes, a taxa diferencial de aumento no niimero de células em
relacao ao tempo (t) depende da frequéncia de divisao celular, especificada pela constante
da taxa de crescimento (1), e o niumero de procariontes que estdao crescendo (N), como
mostrado pela Equacao 8.

dN (8)

dt
A integragdo produz a equagao de crescimento exponencial (Equagao 9), que é o

aumento progressivo no numero de células procariontes ao longo do tempo (Figura 5).
Nt = NO e#t (9)
com um tempo de duplicagao caracteristico T=1In(2)/u =0,693/u (Allan e Waclaw, 2019).

[ a) [ b)

[ = Inclinagéo

Numero de Células
In (NUmero de Células)

Tempo Tempo
Figura 5 - a) llustracédo do crescimento microbiano e do aumento exponencial do nimero de células
(eixo y) em funcdo do tempo (eixo x). b) Gréafico do logaritmo natural (Ln) do nimero de células em
funcéo do tempo, no qual a Constante da Taxa de Crescimento (u) é a inclinacéo da reta (linha azul).
Uma grande limitagao do modelo de crescimento exponencial é que ele ndo leva em
consideragdo a influéncia da disponibilidade de nutrientes na taxa de crescimento dos
procariontes. Esta situagao é descrita pela equagao de Monod estendida conforme mostrado

na Equacao 10.

_ (Hmax tm)S (10)
(K +9)
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onde:

Hmax = Constante da Taxa Maxima de Crescimento (1/T)

S = concentragao de um tnico nutriente limitante (ou seja, considerando

que outros nutrientes estao em excesso) (M/L?)
Ks = concentracdo de nutrientes correspondente a metade do ., (M/L?)

m = coeficiente de energia para manutengao dos processos metabdlicos

que mantém as células vivas (1/T) (Figure 6)

A
T
R

L 4

1
E(l“'max +m)

Constante da Taxa de Crescimento u
A

K, Concentragao de Substrato

Smin

Figura 6 - Constante da Taxa de Crescimento pu em funcdo da concentracdo de substrato,
de acordo com a equagéo de Monod estendida. A medida que a concentracéo do substrato
aumenta, o valor de p aproxima-se assintoticamente da Constante da Taxa de Crescimento
maxima pmax. A concentragéo do substrato igual a Ks corresponde ao ponto em que € igual
a metade de (umax + m). A concentracdo minima de substrato necessaria para manutencao
da energia é equivalente a S

min.

A equagao de Monod indica que um crescente fornecimento de nutrientes promove
uma maior frequéncia de divisdo celular e taxas de crescimento mais rapidas; no entanto,
ha um limite metabdlico finito para quao rapido as células podem crescer (u,,q,) sendo que
além desse limite o crescimento se torna independente da disponibilidade de nutrientes.
H4 também uma concentracdo minima de substrato (S,,;,,) imposta pelos requisitos de
energia de manutengao. Em S,,;,, o crescimento celular cessa (1 = 0). O rearranjo da Equagao
10 para a situagao na qual as células permanecem vivas, mas param seu crescimento, resulta
na Equagao 11.
mKs an

Smin =
Umax

Em ambientes naturais, particularmente sistemas de 4guas subterraneas, as
concentragdes de nutrientes sdo normalmente muito mais préximas de S,,;, do que de K.
Sob tais condi¢des de quase inani¢do, os procariontes crescem lentamente (Hoehler e
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Jorgensen, 2013; LaRowe e Amend, 2015, 2019). Os niimeros de células sao tipicamente
baixos e tendem a permanecer constantes ao longo do tempo em um equilibrio entre o
crescimento celular e a perda de células devido a morte ou remogao fisica para fora do
sistema. Nesta situacdo, a mudanca no numero de células ao longo do tempo assume a

forma da Equacgao 12.

dN 12
EZMN_deZ(ﬂ_kd)N 12

Uma constante de decaimento k; é adicionada para explicar a taxa na qual o nimero
de células diminui (Allan e Waclaw, 2019). Se as taxas de crescimento e perda forem iguais,
o numero de células ndo mudara com o tempo. Esta situacdo é representativa de uma
condigao de estado estaciondrio. Quando a taxa de crescimento é maior que a taxa de perda,
o nuumero de células aumentara. Por outro lado, o niimero de células diminuira se a taxa de

crescimento for menor que a taxa na qual as células sao perdidas.

Embora a relagao de Monod leve em consideragao o fornecimento de nutrientes, ela
nao aborda a questao da qualidade dos nutrientes. Os nutrientes essenciais necessarios para
o crescimento celular incluem fontes de carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio,
magnésio, calcio, oxigénio e ferro. Os nutrientes trago incluem elementos como manganeés,
cobre, cobalto, zinco e molibdénio. Todos esses nutrientes podem ser obtidos a partir de
uma vasta variedade de matéria organica e inorganica para atender necessidades
especificas de crescimento de diferentes microrganismos procariontes. Entretanto, a
disponibilidade por si s6 nao torna um nutriente melhor do que outro. Outros fatores
entram em jogo, incluindo tamanho e estrutura molecular, solubilidade e carga ionica. Por
exemplo, o valor nutricional de grandes materiais insoltiveis é geralmente menor do que o
de moléculas soltveis menores. Da mesma forma, estruturas de ramificacao e anel na
espinha dorsal de carbono de compostos organicos complexos sdo restritivas ao
processamento metabolico. Quando se trata de assimilar nutrientes i6nicos, as células
devem contar com transporte ativo porque os ions nao conseguem se difundir livremente

através da membrana citoplasmatica.

As células procariontes sao principalmente compostas de dgua (80 por cento),
portanto sua densidade aparente é quase igual a densidade da 4gua. Isso torna os
procariontes bastante flutuantes, o que permite o crescimento livre e nao confinado em
suspensao aquosa (Figura 7a). Também torna os procariontes suscetiveis ao transporte
advectivo e a dispersdao como particulas suspensas na dgua em movimento. Alguns
procariontes sao bem adaptados ao crescimento planctonico e podem sobreviver a longos
periodos de inani¢dao sob condi¢des diluidas e pobres de nutrientes que prevalecem na
maioria das dguas naturais; no entanto, a realidade é que a maioria dos procariontes cresce
em biofilmes aderidos a superficies (McDougald et al.,, 2012; Marshall, 2013). Essas
comunidades aderentes de procariontes consistem principalmente de EPS e outros

biopolimeros que imobilizam células vivas em superficies (Figura 7b). Os procariontes que
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crescem em biofilmes se beneficiam diretamente das forcas interfaciais solido-liquido,
como tensao superficial e adsor¢ao de ions, que contribuem para o acimulo e aumento da

acessibilidade metabdlica de nutrientes.

Figura 7 - a) Epifluorescéncia fotomicrografica de bactérias planctdnicas presentes em amostra de
agua doce. Barra de escala = 20 ym. b) Micrografia eletronica de transmissdo de secgédo fina
mostrando micro coldnias de bactérias de biofilme epilitico (indicadas por setas), cercadas por
grandes quantidades de substancias poliméricas extracelulares fibrosas. Barra de escala = 1,0 ym.

Como regra geral, a abundancia numérica de organismos vivos aumenta com a
diminui¢ao do tamanho. As menores e mais abundantes entidades biologicas na natureza
sdo os virus, seguidos pelos procariontes e depois pelos eucariontes. Em média, o nimero
de organismos suspensos em uma amostra tipica de dgua superficial ou subterranea rasa
se aproxima de 107 por mL para virus, 10° por mL para procariontes e 10? por mL para
eucariontes unicelulares (Kyle et al,, 2008). Os nimeros totais sdo ainda maiores em
amostras de solos e sedimentos, que podem conter até 101 virus, 10° procariontes e 10°
eucariontes por grama. Isso faz com que a grande maioria dos microrganismos em
ambientes subsuperficiais cres;cam em biofilmes aderidos a superficies minerais
(McDougald et al., 2012; Marshall, 2013).

2.3 Transporte de Massa e Consideracdes Bioenergéticas

O reconhecimento da abundancia e enorme diversidade genética dos procariontes
¢ equilibrado por limitagdes inevitdveis impostas a vida pela fisica e pela quimica. Os
principais processos fisicos que afetam negativamente a vida dos procariontes estao
relacionados a dinamica de fluidos e ao transporte de massa de solutos, incluindo
nutrientes essenciais e produtos metabdlicos. Ao mesmo tempo, nao hd como nenhum
organismo vivo escapar das leis da termodinamica quimica que governa a espontaneidade
e 0 progresso dos processos metabolicos, incluindo a produgao de energia catabdlica e as

reacOes biossintéticas anabdlicas.

Devido ao seu pequeno tamanho, as células de procariontes existem sob condi¢des
nas quais as forgas viscosas dominam as forgas inerciais. A razao adimensional de forgas
inerciais para viscosas corresponde ao nimero de Reynold (R,), que é usado em dinamica

de fluidos para prever diferentes padroes de fluxo em func¢ao da densidade do fluido (p),
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velocidade de fluxo relativa (u), escala de comprimento linear caracteristico (L) e

viscosidade dinamica (u), conforme mostrado na Equagao 13.

_ puk (13)
u

Quando o numero de Reynold é baixo (R, << 1), caracteristico de procariontes na

R,

faixa de tamanho de 10® m, a 4gua flui em uma direcio paralela as superficies das células
de forma laminar suave. Isso isola células procariontes dentro de uma camada limite
viscosa de dgua, mesmo que o fluxo de dgua subterranea esteja a altas velocidades (>
100 m/d) e sob turbuléncia que ocorre em alguns aquiferos carsticos (Shoemaker et al.,
2008).

Os solutos dissolvidos sao transportados por advec¢ao na mesma velocidade
relativa e na mesma direcao que a dgua na camada limite de fluxo laminar ao redor das
células. Como o fluxo de agua é paralelo a superficie das células, o acesso direto aos
nutrientes essenciais e a dispersdao de produtos metabodlicos residuais por meio de
transporte de massa advectiva ndo é possivel. Para superar essa limita¢do, os procariontes
contam com a difusdo molecular para mediar o transporte de massa lateral de solutos em

direcao e para longe das células.

De acordo com a primeira lei de Fick, o fluxo difusivo (J,; moles/m?s) em uma
direcao perpendicular a superficie de uma célula depende do coeficiente de difusao (D;
m?/s) e do gradiente de concentragio de um soluto em relacio a distancia da superficie da

célula (dC/dx; moles/m*), conforme indicado pela Equagao 14.

J. = ‘D'Z—i (14)

Essa relagao implica que gradientes de concentracao mais altos (mais acentuados)
aumentarao as taxas de transferéncia de massa por difusdao para microrganismos

procariontes.

As taxas metabolicas de absorcdo de nutrientes e excrecao de residuos
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e manutengao de gradientes de
concentracdo ao redor das células. Especificamente, a absor¢ao de nutrientes tendera a
diminuir as concentragdes de soluto da superficie celular em relagdo as concentracdes
principais circundantes, estabelecendo assim um gradiente de concentragao em diregao a
célula. A excregao de residuos terd o efeito oposto nas concentragdes de soluto, resultando
em um gradiente de concentragdo que se estende para longe da célula. Por outro lado,
maiores concentragdes de solutos de nutrientes principais ou menores concentragdes de
residuos em relagao as concentragdes da superficie celular servirdo para aumentar os
gradientes de concentracao e a transferéncia de massa por difusao em beneficio das células
microbianas. Por outro lado, uma diminuigao nas concentragdes principais de nutrientes

ou um aumento nas concentragdes de residuos terdo o efeito oposto nos gradientes de
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concentracao, resultando em um corte na transferéncia de massa por difusao e possivel

desnutri¢ao metabdlica.

A adogao de um tamanho de célula maior com uma area superficial maior parece
ser uma estratégia ttil para mitigar as limita¢des de difusdo. No entanto, a distancia de
difusdo para o meio de células bacterianas em formato coco esferoidal (o raio da célula) é
maior do que para células em formato bastonete de mesmo volume (Figura 8). Além disso,
o tempo de difusao (t) varia proporcionalmente a distancia de difusao () e inversamente
proporcional ao coeficiente de difusao molecular (D), como mostrado pela Equacao 15.

. (15)
2D

Em relacao a uma célula em formato coco e com um raio inicial de 1,0 um, uma outra
célula de mesmo formato, mas com raio 1,3 um e volume duas vezes maior, tera uma
distancia de difusdo aumentada em 30 por cento e um tempo de difusdo do soluto
aumentado em quase 70 por cento. Por outro lado, as distancias e os tempos de difusao
permanecem inalterados para células em formato bastonete de raio fixo, que dobra de

volume por alongamento (comprimento) em vez de se expandir para fora.
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Raio r=1,0 um
Area A = 12,6 pm?
Volume V = 4,2 pm3
Raz&o entre Area A _ —
Superficial e Volume 728 3,0 pm
Raio rt =13 um
Area A = 19,9 ym?
Volume V = 8,4 um?
Razdo entre Area A .
Superficial e Volume 7 = 24um
Raio ¢ = 0,74 um
Comprimento C=20r;

h Area A = 13,7 pm?
Volume V = 4,2 pym3
Raz&o entre Area A

Ny i

Superficial e Volume v

Raio 7¢ = 0,74 um
(-
C Area A = 25,0 pm?
Raz&o entre Area A

— = -1
Superficial e Volume y = 30um

Figura 8 - Relagbes entre as escalas de tamanho caracteristico de células bacterianas em

formatos cocos (raio) e bastonetes (comprimento e raio), com suas correspondentes areas

de superficie (A), volumes (V) e razdes entre area superficial e volume (A/V).

A questao da termodinamica se resume a como diferentes tipos de microrganismos
geram e conservam a energia necessaria para o crescimento e reproducdo por divisao
celular (Bethke et al., 2011; Bird et al., 2011). Todas as formas de vida, incluindo os
microrganismos, dependem estritamente de reagdes de oxidagao para geracao de energia.
Nessas reagdes, uma substancia quimica reduzida sofre oxidagdo com a transferéncia de
elétrons para outra substancia quimica mais oxidada. Tais reagdes sdo espontaneas e
exergonicas, correspondendo a uma energia de reacao de Gibbs negativa (AG,). A
quantidade de energia que € liberada ¢ diretamente proporcional a diferenga no potencial
redox (AEh) entre reagdes de meia célula do doador de elétrons reduzido e aceptor de
elétrons oxidado, como mostrado na Equacao 16.

AG, = —nFAEh = —nF (Ehgceptor ae etétrons — ERdoador de elétrons) (16)
onde:
n = numero de elétrons transferidos na reacao
F = constante de Faraday (C/mol)
Os valores de Eh do aceptor e doador de elétrons sao dados pela equagao de Nernst
(Equacao 4).

Os dois principais tipos de vias geradoras de energia sdo a respiragdo e a
fermentacdo. A respiracao envolve a transferéncia de elétrons através de uma cadeia de

intermedidrios metabolicos, acabando em um aceptor terminal de elétrons. Em varias
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etapas da cadeia de transporte de elétrons a energia liberada é capturada na forma
bioquimica de adenosina trifosfato (ATP). Na fermentacao, a ATP é formada quando um
composto quimico em estado de oxidagao misto € dividido em dois, sendo uma parte
oxidada e a outra reduzida. Comparado com a respiracao, o rendimento energético da
fermentacao tende a ser menor. Por esta razao, a respiracao é a via preferencial de geracao

de energia da maioria dos organismos na Terra.

A respiragao aerdbia usando oxigénio molecular como aceptor terminal de elétrons
produz a maior quantidade de energia. Isso se deve ao alto potencial redox padrao
(Eh=1,23 V) da reacao de meia célula de oxigénio-agua em relagdo as demais substancias
quimicas que podem servir como doadoras de elétrons (Tabela 1). Mas o que realmente
diferencia os microrganismos (especialmente os procariontes) de outras formas de vida é a
vasta gama de outros aceptores terminais de elétrons que podem ser usados quando o

oxigénio nao esta disponivel. Isso é chamado de respiracao anaerdbia.

Tabela 1 - Potenciais redox padrdo de algumas reacBes de meia célula aceptoras e
doadoras de elétrons.

Aceptores de Elétrons ER® (V)
1/40,+ H" + e~ =1/2H,0 1,23
1/5NO; + 6/5H* + e~ =1/10N, + 3/5H,0 1,24
1/2Mn0O, + 2H* + e~ = 1/2Mn?* + H,0 1,22
Fe(OH); + 3H* + e~ = Fe?* + 3H,0 1,07
1/8S02” +9/8H* + e~ = 1/8HS™ + 1/2 H,0 0,25
1/8C0, + H* + e~ = 1/8CH, + 1/4 H,0 (metano) 0,17
H*+e =1/2H, 0
1/6 CO, + H* + e~ = 1/6 CH;0H + 1/6 H20 (metanol) 0,03
1/4C0, + H* + e~ = 1/4 CH,0 + 1/4 H, 0 (formaldeido) -0,07
1/2C0, + H* + e~ = 1/2 HCOOH (acido férmico) -0,20
CO, + H* + e~ =1/2 C,H,0, (4cido oxalico) -0,48
1/6 CO, + Ht + e~ = 1/12 C;H, + 1/3 H, 0 (etileno) 0,07
1/6 CO, + H* + e~ =1/12 C,H;OH + 1/4 H, 0 (etanol) 0,09
1/8CO, + H* + e~ = 1/8 CH;COOH + 1/4 H,0 (acido acético) 0,12
1/4 CO, + H* + e = 1/24 C4H;,04 + 1/4 H,0 (glicose) -0,01
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A maneira convencional de explicar a respiracao anaerobia usa a imagem icOnica
de degraus simbolizando a escada de energia, onde cada intervalo descendente
corresponde a uma reagao de meia célula aceptora terminal de elétrons com menor
potencial redox padrao. Isso fornece a sequéncia frequentemente citada — e que vale a pena
memorizar — de aceptores terminais de elétrons para respiracao anaerdbia: nitrato, seguido
por Mn(IV), Fe(Ill), sulfato e, finalmente, diéxido de carbono. Os redutores conjugados
correspondentes dos aceptores terminais de elétrons sao nitrogénio, Fe(II) e Mn(II), sulfeto

e metano/acido acético.

Ao mesmo tempo, a imagem de uma escada de potencial redox para respiragao
anaerobia nao faz jus ao que acontece na natureza de varias maneiras. Primeiramente a
escada é mais como um escorregador, porque AG, ndo depende apenas de Eh° (Figura 9);
em vez disso, Eh € uma variavel critica determinada pelas concentragdes reais de oxidantes
e redutores conjugados com base na equagao de Nernst (Equagao 4). Em segundo lugar, a
lista convencional de aceptores terminais de elétrons nao reflete totalmente o vasto
conjunto de potenciais oxidantes disponiveis para a respiracao anaerobia em ambientes
naturais. Estes incluem varias substancias inorganicas e organicas, das quais algumas sao
até toxicas para outros organismos. Como terceiro ponto, o uso de energia pode ocorrer
simultaneamente em diferentes “degraus” da escada de potencial redox em um
determinado ambiente por diferentes grupos de microrganismos ou por uma unica

comunidade microbiana transitando entre fontes de energia.

Oxigénio / H,0 oD
Nitrato / N,
MnO, / Mn2* D!
Fe(OH); / Fe?* g
Sulfato /HS (D

Dioxido de Carbono / CH,| (D pH 8,0 mmmm)| pH 6,0

-04 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Eh (V)

Figura 9 - Faixa de Potencial de Oxidagdo-Reducéo (Eh) para usuais aceptores de elétrons
de pH 6,0 (valores superiores) a pH 8,0 (valores inferiores). Os valores de Eh foram
calculados usando a equacao de Nernst (Equagéo 4) e baseando-se nas rea¢des de meia

célula listadas na Tabela 1. Uma concentracdo de 10° M foi assumida para todas as
espécies quimicas dissolvidas, exceto para H, e atividade unitaria para fases minerais
solidas e agua com pCO, atmosférico = 103%, pO, = 10°% e pN, = 10%** atm.
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2.4 Grupos Metabdlicos

A classificagdo de procariontes em termos de capacidade metabdlica e fisiologia é
amplamente utilizada como padrao para descrever os papéis dos microrganismos e suas
funcdes nos ecossistemas (Amend e Teske, 2005; Anderson et al., 2006; Shirokova e Ferris,
2013). Os grupos definidos desta forma podem incluir microrganismos nao relacionados
por critérios filogenéticos utilizados na taxonomia. Por exemplo, a respiracao anaerobia por
reducgao de sulfato é realizada por microrganismos procarioticos de linhas filogenéticas
variadas, incluindo diferentes filos e géneros no dominio Bacteria, bem como algumas
espécies de Archaea. Apesar das suas grandes diferencas filogenéticas, os procariontes
redutores de sulfato representam um grupo metabolico (fenotipico) distinto que
desempenha um papel ecoldgico importante no ciclo biogeoquimico do enxofre e do
carbono. Para além da categorizacdo ecofisioldgica baseada em aceptores terminais de
elétrons, sao utilizados dois critérios adicionais para definir grupos metabdlicos
procariontes: a fonte de energia utilizada para alimentar o metabolismo celular e o processo

utilizado para metabolizar carbono para o crescimento celular.

Os microrganismos procariontes captam energia de reagdes impulsionadas pela luz
(fototrdficos) ou pela oxidacdo de compostos quimicos reduzidos (quimiotréficos), como
mostrado na Figura 10. Enquanto a disponibilidade de energia luminosa restringe os
fototroficos a ambientes superficiais, 0os quimiotréficos prosperam mesmo na escuridao
completa encontrada em habitats ocednicos profundos e subterraneos. Entre os
quimiotroficos, os que oxidam substancias organicas reduzidas sdao conhecidos como
organotrdficos, enquanto os litotrdéficos oxidam substancias inorganicas como o amonio
(NHY), sulfeto (5*), ou 6xido ferroso (Fe?*). Quando se trata da fonte de carbono, os
autotréficos dependem da redugao do didxido de carbono para produzir material organico
celular. Em contraste, os heterotroficos (frequentemente considerados como sinénimo de
organotrdficos) utilizam moléculas organicas pré-existentes para promover o crescimento
e divisao celular. Os fotoheterotréficos dependem da luz para gerar energia e matéria
organica. Estes varios termos dao defini¢des ecofisioldgicas praticas para os diferentes

grupos metabolicos de microrganismos procariontes encontrados em sistemas naturais.
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Fonte de Energia

Quimica

Doador de elétrons

Inorgdnicos Organicos

Fonte de Carbono

Figura 10 - Grupos funcionais de microrganismos baseados na fonte de energia e
carbono.
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3 Aguas Subterrdneas como Habitats
para Vida Microbiana

Os tipos de lugares em que os organismos vivos crescem e se multiplicam sao
frequentemente descritos como habitats. Cada habitat € caracterizado por um conjunto de
caracteristicas fisicas e quimicas que sao essenciais para a sustentacao da vida. No contexto
da hidrogeologia, um dos parametros fisicos mais criticos para descrever diferentes
habitats é a magnitude da escala de comprimento. Nas dguas subterraneas as escalas de
comprimento se estendem por grandes distancias de 10°m (1 km) até distancias tdo
pequenas quanto 10 m (1 pm), a depender da definigdo do tamanho do habitat. A escala
de comprimento € critica porque define outras propriedades fisicas importantes para que
seja possivel habitar o ambiente, como dreas de superficie e volumes relativos de sélidos,
agua, ar e outros fluidos. Esses fatores determinam nao apenas onde é possivel a vida se
refugiar, mas também influenciam o movimento da dgua (associado com a lei de Darcy por
meio da condutividade hidraulica), a quimica das dguas subterraneas e os processos de

transporte de massa reativos (associado as relagoes de advecgao, dispersao e reagao).

Em escala global, é dificil mensurar a grande quantidade de dgua que existe no
subsolo, com estimativas de volume atingindo dezenas de milhdes de quilometros ctibicos
(Gleeson et al., 2015). Isso é quase tanta agua quanto em algumas bacias oceanicas.
Entretanto, notavelmente toda essa 4gua subterranea é praticamente invisivel a observacao
macroscopica (>10*m) porque estd presente em espagos intersticiais microscopicos
(< 10* m) entre grdos de minerais em sedimentos, bem como ao longo de juntas e fraturas
no leito rochoso. Como consequéncia, considerando a razdo entre a area da superficie
mineral e o volume de agua, os ambientes subterraneos excedem em muito a dos ambientes
de superficie. No entanto, quando se trata de espago real, a maioria dos ambientes

subterraneos sao acessiveis apenas a microrganismos.

Para se ter ideia das limita¢gdes do espago fisico em ambientes subsuperficiais, a
Figura 11 compara as faixas de tamanhos de diferentes formas de vida com diametros de
poros em argila e areias nao consolidadas, juntamente com valores correspondentes para
xisto, arenito, dolomita e largura de abertura em rochas fraturadas. Além de algumas
fraturas e juntas mais amplas que ocorrem em rochas, os macroeucariotos sao grandes
demais para viver em ambientes de d4guas subterraneas. Mesmo o espago para
microeucariotos € limitado, pois sua faixa de tamanho é semelhante aos diametros dos
poros das areias, o que significa que ha pouco espago para crescer e se multiplicar. Por
outro lado, o tamanho menor dos procariontes permite que eles sobrevivam na maioria das
areias nao consolidadas porosas. Embora seja possivel o crescimento planctonico e o
movimento entre os poros, a maioria das células cresce em biofilmes ligados a graos
minerais ou superficies de rochas. Em geral, os microrganismos aderidos dominam os

sistemas de 4guas subterraneas em termos de biomassa e atividade; no entanto, ha um
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equilibrio dinamico entre os processos de fixagdo e desprendimento a medida que as
bactérias transitam entre os modos de crescimento planctonico e aderido em resposta a
mudangas nas condigdes ambientais, como disponibilidade de nutrientes ou variagdes no
potencial redox. Nos menores poros, como em argilas e em rochas sedimentares
consolidadas como o xisto, o espago comega a se tornar um fator limitante nao apenas para
células de procariontes, mas também para particulas virais (Rebata-Landa e Santamarina,
2006).

Macroeucariotos | o °
Microeucariotos | —
Procariotos | —
Virus | —e
Xisto | —
Argila | L
Arenito/Carbonato | B—n
Areia Fina | O
Areia Média | —
Areia Grossa | —
Fratura/Aberturas em Rochas | .

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4
Tamanho Caracteristico — Diametro de poro —
Largura da fratura/abertura
(log,om)

Figura 11 - Comparacgdo dos didmetros caracteristicos dos poros nos sedimentos e larguras de
fratura/abertura das juntas nas rochas comparado ao tamanho de virus, procariotos, microeucariotos
e macroeucariotos. A linha azul representa o limite de tamanho inferior de todos os microrganismos,
enquanto a linha bordd define o limite de tamanho superior dos ambientes.

O declinio constante das concentra¢des de células de microrganismos com o
aumento da profundidade no subsolo é bastante relatado. Em sistemas de aguas
subterraneas proximas a superficie, a profundidades inferiores a 100 m, o numero médio
de células é 107/g em nticleos e cerca de 10°/mL em amostras de aguas subterraneas. Estas
concentragdes celulares diminuem para os respectivos valores médios de cerca de 10%/g e
103/mL em profundidades superiores a 1000 m. O aumento da forga i6nica com a
profundidade é sugerido como um fator particularmente importante, contribuindo para a
diminui¢do do numero de células no subsolo profundo. Dentro da zona do solo, a
diminuicdo das células de microrganismos em profundidade de 1 a 2 m correlaciona-se
tipicamente com a diminui¢do da concentragdo de carbono organico. Isto porque os
heterdtrofos aerdbios degradam e consomem matéria organica rica em celulose derivada
de plantas. Em profundidades maiores, a relagao entre as concentragdes de células e o
carbono organico diminui, reforcando o papel de microrganismos litoautotroéficos no ciclo

de carbono subsuperficial profundo.
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Outro parametro fisico importante que define habitats em sistemas de aguas
subterraneas é a temperatura (Amend e Teske, 2005; Taylor e Stefan, 2009; Bonte et al.,
2013a,b). A razao pela qual a temperatura é tao critica é que ela controla quando e onde a
agua existe em estado liquido, o que é um requisito absoluto de vida. Para 4gua pura, sao
necessarias temperaturas de 0 a 100°C a uma pressao padrdao de 1 atm. As taxas de
processos metabdlicos e reagdes quimicas, bem como a estabilidade das biomoléculas,
dependem da temperatura. A densidade e viscosidade da 4gua também sdo sensiveis a
temperatura, assim como o transporte de metabdlitos e outras substancias quimicas por

difusao molecular.

Em contraste com as alteracdes sazonais do clima acima do solo, a elevada
capacidade térmica especifica da dgua, as propriedades isolantes dos materiais geoldgicos
e a falta de irradiagdo solar mantém as dguas subterraneas pouco profundas proximo a
temperatura anual média do ar (Menberg et al., 2014; Benz et al., 2017). Com excegao das
regides polares, a maioria dos sistemas de 4guas subterraneas pouco profundas (nao mais

de 60 m de profundidade) em todo o mundo estao dentro da faixa de temperatura que os

microrganismos estao adaptados (Figura 12).

40°C
35°C
30°C
25°C
20°C
15°C
10°C
5°C
0°C
<-5°C

Figura 12 - Temperatura global estimada para ambientes pouco profundos de aguas subterraneas (< 60 m).
Reproduzido de acordo com os termos de Creative Commons Attribution 3.0 licenca de Benz et al., 2017.

A temperatura tende a aumentar com a profundidade subterranea devido a
multiplas fontes de calor no interior da Terra, tais como o decaimento radioativo e o calor
latente da cristalizagdao do nuicleo. Embora variavel, especialmente em regides vulcanicas,
o gradiente geotérmico tipico na maioria das dreas do mundo é de cerca de 25 a 30°C/km.
Isto significa que as temperaturas se aproximarao dos 100°C a profundidades de 3 a 4 km,
o que da uma ideia aproximada da profundidade a que a vida microbiana pode existir nos

sistemas de dguas subterraneas (Colwell e D’'Hondt, 2013).

Intimeras propriedades quimicas sao relevantes para a caracterizagao de habitats

microbianos em sistemas de aguas subterraneas, incluindo o pH (Equagao 2), potencial
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redox (Eh) (Equagao 4) e forca ionica (Equagao 5). Além disso, concentragoes de diferentes
materiais sdlidos, gases e solutos dissolvidos ajudam a definir as condigdes quimicas de um
habitat, particularmente em termos de disponibilidade de nutrientes e fornecimento de
energia. Estas concentracdes sao frequentemente relatadas em diferentes unidades, como
percentagens, partes por milhao e molaridade. Da mesma forma, para gases, partes por
milhdo e pressdao parcial sao frequentemente utilizadas de forma intermutdvel. Por
conseguinte, é importante poder converter de uma unidade para outra em qualquer

investigacao quantitativa destes parametros em sistemas de dguas subterraneas.
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4 Influéncia dos Microrganismos na Quimica das
Aguas Subterraneas

A composigao quimica de dguas subterraneas € regulada pela interagao heterogénea
entre as fases sdlida, liquida e gasosa (Glynn e Plummer, 2005). Estes sistemas reativos
apresentam multiplas contribui¢des de base acida, complexagao superficial e aquosa, e
reacoes de oxirredu¢do, bem como envolvimento frequente de microrganismos
procariontes. Também ocorrem processos de transporte de massa, tais como advecgao e
dispersao, que resultam em altera¢des na quimica das dguas subterraneas numa gama de

escalas de tempo e comprimentos de trajetdrias de fluxo.

Os procariotos contribuem para reagdes quimicas nos sistemas de daguas
subterraneas de duas maneiras: Primeiro, a atividade enzimatica metabdlica pode acelerar
(catalisar) as reagdes lentas e forgar os correspondentes quocientes de reacao a deslocarem-
se rapidamente para o equilibrio ou para fora dele. Segundo, as células de procariontes
comportam-se como solidos reativos microscopicos devido a reatividade quimica de
grupos funcionais, tais como carboxil ou substituintes de fosforil, nos componentes
macromoleculares das paredes celulares, revestimento externo, e substancias poliméricas
extracelulares (EPS). A interven¢ao metabdlica dos microrganismos nas rea¢des quimicas
afeta muitos aspectos da quimica das dguas subterraneas, incluindo pH, condi¢des redox,
processos de dissolugao e precipitacdo mineral, e a especiacao quimica dos solutos
(Chapelle, 2000). Como solidos reativos, as bactérias ndo sé contribuem para a sorgao
(complexagao da superficie) de ions dissolvidos, mas também servem como modelos de

nucleagao heterogénea para a precipitagao mineral.

4.1 Equilibrio Quimico e Taxas de Reac&o em Aguas Subterraneas

As descrigoes dos processos quimicos em sistemas de aguas subterraneas sao
geralmente formuladas em termos da lei de agao de massa e consideragdes sobre o balango
massico, bem como cinética de reagao. A aplicagao destes aspectos basicos de fisica, quimica
e termodinamica fornece uma visao quantitativa da extensado, direcao e taxa de reagoes
quimicas, incluindo as que envolvem microrganismos. Uma reacao geral é apresentada na
Equacao 17.

aA+ bB =cC+dD (17)

A constante de equilibrio (K) da lei de acdo de massa correspondente é calculada como

mostra a Equagao 18.

c d —AG°
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onde:

{A}{B}
{C}{D}

atividade dos reagentes (adimensional)

atividade dos produtos em equilibrio com coeficientes estequiométricos
apresentados em letras mintsculas (adimensional)
= constante universal dos gases ideais (ML2)/(T?°K mol)
= temperatura absoluta em graus Kelvin (°K)
G = variagao da energia livre de Gibbs (ML2)/(T?mol)

Para uma reagao reversivel em equilibrio, as concentragdes de reagentes e produtos
permanecem constantes. Esta condicao exige que as taxas das reagdes direta (R,) e inversa
(R;) sejam iguais, como mostra a Equagdo 19, de modo que a constante de equilibrio possa
ser expressa conforme a Equagao 20, com as correspondentes taxas de reagao direta (k;) e
inversa (k).

Ra = ka{A}*{B}* = R; = k;{C}*{D}* (19)

o ka _ (CFD) (20)
ki {A)(B)’
A dependéncia das taxas de energia de ativagao de temperatura e reagao é evidente

na lei de Arrhenius (Equagao 1).

Uma condi¢do muito interessante, especialmente para os sistemas de aguas
subterraneas, ¢ quando uma rea¢ao nao esta em equilibrio. Quando isso ocorre, a energia
livre de Gibbs para uma reagao (AG,) é descrita pela Equacgao 21.

c d
AG, = AG® + RT ln% 1)
Para atividades de reagentes e produtos fora do equilibrio, definindo o quociente de reacao
dos produtos aos reagentes como Q, gera a Equacao 22.
¢ (22)
K

A partir desta expressao, verifica-se que, em equilibrio, Q € igual a K, portanto

AG, = AG®+ RTInQ = RTIn

AG,=0. Se Q for inferior a K, AG, é negativo. Isto significa que a rea¢do é espontanea.
Inversamente, AG, é positivo quando Q é maior que K, indicando que a reagdo nao é
possivel, a menos que a energia seja fornecida por outra reagao espontanea. A capacidade
de wutilizar a energia que produz reagdes espontaneas para conduzir reagoes
energeticamente desfavoraveis € uma caracteristica que define os processos biossintéticos

no metabolismo microbioldgico.
A comparagao entre os quocientes de reagdo e as constantes de equilibrio é

amplamente aplicada ao estudo das reagdes de dissolugdo mineral e de precipitagao;

contudo, existem diferencas ténues na terminologia e interpretacdo. Para as reagoes de

27

THE GROUNDWATER PROJECT © Os Autores. Download gratuito em gw-project.org. Qualquer pessoa pode usar e
compartilhar os links de gw-project.org. A distribuicéo direta do livro € estritamente proibida.



F. Grant Ferris, Natalie Szponar e Brock A. Edwards

MICt‘ObIOlOgIa de Aguas Subterraneas Traducdo de H. Treichel, N. Klanovicz, A. F. Camargo e T. Scapini

dissolu¢do, a constante de equilibrio é conhecida como constante do produto de
solubilidade (K,,) e 0 quociente de reagao ¢ denominado produto de atividade idnica (PAI).
O indice de saturagao (IS) € definido pela Equagao 23.

PAI (23)
Kps

IS = 10g10

Quando o PAI é igual a K, IS=0 e a solugao esta em equilibrio em relagao ao
mineral. Se o PAI for maior que K, o IS sera positivo, o que indica que a solucao esta
saturada e que a precipitacdo mineral € possivel. Se o PAI for inferior a K, o IS sera

negativo, o que indica que a solugdo estd subsaturada e que é possivel a dissolugao do

mineral.

4.2 Equilibrio de Carbonatos e pH de Aguas Subterraneas

Em sistemas de dguas subterraneas, o pH ¢é estabelecido quando a 4gua metedrica
entra em equilibrio com o didxido de carbono atmosférico (Langmuir, 1997). Isto resulta na
formacao de acido carbonico diproético (um acido diprético produz dois ions H" por
molécula), que posteriormente sofre dissociagdo para formar primeiro o bicarbonato e
depois o carbonato. Como primeiro produto de desprotonacdao do acido carbdnico, o
comportamento anfotérico do bicarbonato (ou seja, a sua capacidade de reagir como acido
monoprotico ou como base) é particularmente importante para o pH das aguas
subterraneas. As interagdes entre espécies inorganicas dissolvidas sao complexas; contudo,
o impacto dos equilibrios de carbonatos no pH pode ser explorado considerando o
equilibrio de cargas idnicas esperado em dgua meteorica preservada, como mostrado na
Equagao 24.

[H*] = [HCO3] + 2[CO5™] + [OH™] (24)

Na ampla faixa de pH da maioria das dguas naturais, as concentragdes de carbonato
e de ions hidroxila sio muito menores do que a concentragao de bicarbonato. Isto simplifica
o balancgo de carga para a Equagao 25.

[H*] = [HCO3] (25)

Combinando o balango massico com as constantes de equilibrio da lei de acao de
massas para a formagao de acido carbonico (Kn=10"1%) e dissociagdo em bicarbonato
(K1 =10%%) resulta na concentragao de prétons em funcao da pressao parcial de diéxido de

carbono (pCO2 = 10%%), como mostra a Equagao 26.
[H*] = K1 KypCO, (26)

Esta relacao resulta em um pH de 5,7 (correspondente a -log[H']; Equagao 2). A
equagao também mostra que um aumento da pressao parcial de dioxido de carbono tendera
a diminuir o pH, enquanto uma diminui¢ao da pressao parcial de diéxido de carbono

promove um aumento do pH.
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Nos sistemas de dguas subterraneas, o diéxido de carbono é produzido a partir da
degradacao da matéria organica por microrganismos heterotroficos, sobretudo a medida
que a dgua metedrica se infiltra através do solo e da zona insaturada. Como consequéncia,
as pressoes parciais de didxido de carbono no subsolo sao frequentemente maiores em
relacao a atmosfera aberta. Isto serve para aumentar a formacao de acido carboénico, que é
a principal fonte de protons para rea¢des de desagregacao e dissolugao mineral em sistemas

de 4guas subterraneas (Kump et al., 2000; Wilson, 2004).

Enquanto a atividade microbioldgica heterotréfica tende a aumentar a pressao
parcial do didéxido de carbono, os autotroéficos tém o efeito oposto, uma vez que dependem
da absor¢ao e redugao do diéxido de carbono para o metabolismo celular. Se a procura
metabodlica de carbono for suficientemente elevada, pode ocorrer uma diminui¢ao da
pressao parcial de didéxido de carbono. Para compensar, o pH aumenta a medida que os
protons recombinam com bicarbonato para compensar as diminui¢des nas concentragoes
de acido carbonico. No subsolo, a influéncia dos autdtrofos nos equilibrios de carbonatos e
pH geralmente ndo é tao pronunciada em comparacdo com os heterotréficos,
particularmente em sistemas com concentragdes elevadas de carbono inorganico

dissolvido.

4.3 Condicdes Redox

ReagOes de oxirredugdao mediadas por microrganismos desempenham um papel
importante na regulacao das condigdes redox nos sistemas de aguas subterraneas (Kuma e
Riyazuddin, 2012; Liebensteiner et al., 2014; Tesoriero et al., 2015; Enright e Ferris, 2016;
Enright et al., 2019). Isso porque os microrganismos dependem da transferéncia de elétrons
vinda de doadores de elétrons reduzidos para aceptores terminais de elétrons oxidados
como fonte de energia para crescimento e divisao celular. A energia de Gibbs destas reagoes
¢ determinada pela diferenca entre os potenciais redox oxidante (aceptor de elétrons) e
redutor (doador de elétrons) de meia célula (Equagado 16). As reagdes que proporcionam a
maxima quantidade de energia para os microrganismos sao favorecidas e normalmente
dominam sobre as rea¢des concorrentes. Os doadores de elétrons mais comuns nos sistemas
de aguas subterraneas sao o carbono organico dissolvido e as particulas de carbono
organico (Shen et al., 2015). Em alguns casos, as formas reduzidas de nitrogéenio, ferro e
enxofre sao importantes. Entre os aceptores de elétrons, o oxigénio produz mais energia do
que qualquer outro oxidante na respiracao aerdbia. Quando o oxigénio ¢ esgotado, o
aceptor de elétrons energeticamente mais favoravel na respiracdo anaerdbia € o nitrato,

seguido do manganeés, 6xido de ferro, sulfato, e finalmente o didéxido de carbono.

A natureza sequencial da utilizacao de aceptores de elétrons por microrganismos,
que foi introduzida na Sec¢dao 3 como a "escada de potencial redox", tende a promover o
desenvolvimento de condi¢des cada vez mais reduzidas ao longo das trajetorias do fluxo
de 4guas subterraneas, dependendo da disponibilidade de doadores de elétrons

(Figura13). A medida que as condigdes redox se alteram, relacionar o esgotamento
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sequencial de oxidantes e a produgdo correspondente de redutores conjugados distintos
pode ser importante para identificar zonas especificas nas quais a atividade microbioldgica
¢ dominada por um tnico processo de aceitacao de elétrons (Groffman e Crossey, 1999;
McMahon e Chapelle, 2008). As concentrag¢des limites caracteristicas que foram sugeridas
para a identificacdo de zonas redox em sistemas de dguas subterraneas sao apresentadas
na Tabela2. E importante que ao interpretar estas concentragdes limites sejam
considerados fatores como diferengas na composi¢ao da comunidade microbiolédgica,
disponibilidade de doadores de elétrons e escala em que ocorre a amostragem das aguas

subterraneas.

Lengol Fredtico e

| Condies de ‘o s

Figura 13 - Evolugdo das condi¢Bes redox ao longo dos cursos de aguas subterraneas. Geralmente, as
condicdes redox tendem a tornar-se mais reduzidas com o aumento da distancia de deslocamento e do tempo
de residéncia das aguas subterraneas. As condi¢des redox nas zonas de descarga tendem a variar devido a
mistura de aguas subterraneas e aguas superficiais.

Tabela 2 - Concentracgdes limites sugeridas para identificar processo redox microbiano em sistemas de aguas
subterraneas (McMahon e Chapelle, 2008).

Concentragdo em mg/L

Redox Process

Aerobio (6xico)

Reducéo de O2 >0,5 < 0,05 <0,1

Anaerdbio (andxico)

Reducéo de NO3 <05 >2,2 <0,05 <0,1
Reducgéo de Mn(1V) <05 <22 > 0,05 <0,1
Reducao de Fe(111)/S03~ <05 <22 >0,1 >0,5
Reducéo de CO, <05 <22 >0,1 <05

O primeiro aceptor de elétrons utilizado ao longo dos cursos de 4guas subterraneas
€ o oxigeénio. Acredita-se que a transicao da respiragao aerobia para a anaerdbia ocorra
quando as concentra¢des de oxigénio caem abaixo de um nivel de cerca de 0,5 mg/L. Para
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o inicio da reducgao de nitratos (desnitrificagao), o limiar de concentragao de oxigénio pode
ser de 2,0 mg/L, implicando um grau moderado de sobreposi¢ao com a respiragao aerobia.
Isto é consistente com o crescimento de alguns microrganismos heterotréficos como
anaerobios facultativos, que utilizam tanto a respiracao aerdbia como a anaerdbia. A
reducao do nitrato é também utilizada por varios litotroficos na oxidagao de doadores de
elétrons inorganicos, tais como sulfetos ou 6xido ferroso. As fontes de nitrato nas dguas
subterraneas incluem fertilizantes agricolas, bem como a oxidagdo microbioldgica
litotrofica do amonio liberado na decomposigao por microrganismos de substancias
organicas ricas em nitrogénio.

Nos sistemas de dguas subterraneas, Mn(IV) e Fe(IIl) sao relativamente abundantes,
mas geralmente sao encontrados como precipitados minerais de ¢éxido insoltvel em
detrimento de espécies i0Onicas dissolvidas. Devido a isto, concentragdes dissolvidas
elevadas de Mn?* e Fe?" produzidos a partir da dissolugdo redutiva de 6xidos de ferro e
manganés sao utilizados como indicadores para identificar zonas de reducdo
microbioldgica ativa de Mn(IV) e Fe(Ill). A suscetibilidade de Mn?* e Fe?" a oxidagao
quimica e microbioldgica, precipitacao mineral e processos de sor¢ao de fase sdlida somam
outra camada de complexidade biogeoquimica que poderia resultar numa subestimacao da
extensao da redugao de Mn(IV) e Fe(III).

Depois de esgotado o oxigénio e o nitrato, é dificil distinguir entre zonas de Fe(IlII)
ativo e redugao de sulfato. Isto esta relacionado com a dependéncia energética da redugao
de Fe(Ill) na forma cristalina dos 6xidos de ferro presentes em um sistema de aguas
subterraneas, bem como a variabilidade natural das concentragdes de sulfato dissolvido.
Como regra, os 0xidos de ferro pouco ordenados sao mais facilmente reduzidos por
microrganismos do que as variedades cristalinas, como a goethita e hematita (Roden et al.,
2004; Langley et al., 2009a). Estes 6xidos de ferro de baixa complexidade podem ser
considerados mais biodisponiveis, da mesma forma que os aguicares monossacarideos de
cadeia simples sao mais biodisponiveis para leveduras do que os polissacarideos de cadeia
longa. Além disso, concentra¢des mais elevadas de sulfato (> 0,5 mg/L) sao energeticamente
mais favoraveis a redugao de sulfato. Concentracdes elevadas de sulfeto também podem
ser utilizados como substitutos para a redugao de sulfato, reacdes sujeitas as mesmas
limitagoes que se aplicam aos substitutos de Mn?* e Fe?* para a reducgao de Mn(IV) e Fe(III),

respectivamente.

As condigoes redox sob as quais a redug¢do do dioxido de carbono se torna o
processo respiratorio anaerdbio predominante geralmente sao altamente redutoras devido
a concentra¢Oes esgotadas de aceptores de elétrons mais fortemente oxidantes, como
sulfato (<0,5 mg/L). E comum supor que a presenca de metano torna o uso predominante
como um substituto para a redugao microbioldgica do didxido de carbono; contudo, isto
pode ser equivocado, uma vez que alguns microrganismos metanogénicos produzem

metano a partir da fermentagao de 4cido acético em vez da redugao do diéxido de carbono.
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Outros microrganismos produzem acido acético a partir da redugao do diéxido de carbono

em vez da reducao de metano.

Uma outra maneira de constatar mudangas nas condi¢des redox ao longo de um
fluxo de dguas subterraneas ¢ acompanhar mudangas na composi¢ao da comunidade de
microrganismos da zona insaturada (zona vadosa) para a zona saturada imediatamente
abaixo do lengol freatico. Isto pode ser realizado por meio de técnicas de biologia molecular
para identificar e quantificar diferentes grupos metabolicos de microrganismos. Um estudo
sobre um aquifero de areia rasa e intocada constatou que a abundancia relativa de
microrganismos que utilizam o oxigénio como aceptor de elétrons diminui a medida que a
agua se infiltra pela zona vadosa e se torna cada vez mais afastada da atmosfera (Figura 14).
A aparente preferéncia pelo nitrato como um aceptor de elétrons pode ser atribuida a
capacidade de alguns microrganismos crescerem como anaerdbios facultativos. Abaixo do
lengol freatico, a utilizagao de oxigénio como um aceptor de elétrons diminui enquanto os
nitritos, Fe(Ill) e sulfato se tornam mais importantes. Quando se trata de doadores de
elétrons (fonte de energia), a matéria organica e os processos heterotréficos dominam acima
e abaixo do lengol freatico. Com exce¢ao dos microrganismos oxidantes de Fe(I) na zona
insaturada, a abundancia relativa de litotroficos utilizando doadores de elétrons
inorganicos é menor do que para os seus homologos heterotréficos. Os minerais que
contém Fe(II) reduzido, tais como biotita e anfibdlios, sao candidatos como possiveis fontes
de Fe(Il) para sustentar o crescimento microbiano litotréfico, particularmente em condigdes

relativamente oxidantes acima do lencol freatico.

a) Proporgéo Relativa (%) b) Proporcdo Relativa (%)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 S50 60 70 80
Oxigénio (0,03) e j Matéria Orgénica (0,20)
Nitrato (0,08) Aménio (0,25) b
Nitrito (<0,01) - Nitrito (0,42) &
Fe(lll) (0,05) Fe(ll) (<0,01) |
'iﬁ Acima do lengol fredtico % ’“_‘ Acima do lengol freatico
Sulfato (0,11) f=== Abaixe do lengol fredtico Sulfetos (0,36) [ ] Abaixo do lengol freatico

Figura 14 - Proporcéo relativa de potencial a) aceptor de elétrons e b) doador de elétrons entre bactérias em
amostras de nudcleo obtidas acima (barra azul) e abaixo (barra vermelha) do lencol freético, em um aquifero de
areia rasa e intocada no Canadian Shield (Escudo canadense). O p-valor do Teste-t para a diferenca nas
proporc¢des relativas médias de bactérias acima e abaixo do lencol freatico sdo indicados entre parénteses; 0s
valores significativos (p<0,05) estdo em itdlico e os grupos metabdlicos correspondentes estdo sublinhados e
em negrito (adaptado de Shirokova e Ferris, 2013).

As contribui¢des microbioldgicas para transformagdes redox em sistemas de aguas
subterraneas ndo se limitam estritamente aos aceptores comuns de elétrons que dominam

a respiracdo anaerobia. De fato, os possiveis oxidantes para processos metabdlicos em

condi¢des de redugao incluem uma grande variedade de substancias inorganicas e
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organicas, muitas das quais sao considerados poluentes ambientais. Os redutores
conjugados resultantes da utilizagdo destes aceptores atipicos de elétrons por
microrganismos apresentam frequentemente propriedades fisicas, quimicas e biologicas
diferentes dos compostos originais. Usando o cromo como exemplo, a redugao microbiana
de Cr(VI) sob a forma de cromato dissolvido (Cr03~) a Cr(Ill) produz o ion cr’, que é
altamente insoltivel. Uma diferenga importante entre os estados de oxidacao Cr(VI) e Cr(III)
€ que o cromo hexavalente é altamente toxico, enquanto o cromo trivalente € um importante
nutriente traco. O {on arseniato (AsO3™) é outro importante aceptor de elétrons em 4guas
subterraneas, entretanto a contaminagao por arsénio é um risco para a saude humana
(Gorra et al., 2012). Entre os contaminantes organicos das aguas subterraneas, os solventes
clorados altamente oxidados como o tetracloroetileno (PERC) e o tricloroetileno (TCE) sao
conhecidos por se comportarem como aceptores de elétrons e por se submeterem a uma
descloragao redutora gradual no metabolismo microbiano. Embora isto contribua para a
atenuacao do PERC e do TCE, um resultado indesejavel em alguns cendrios € a producao e

acumulacao do intermedidrio cancerigeno cloreto de vinila (PVC).

4.4 Comportamento de Bactérias como Solidos Geoquimicamente
Reativos

A reatividade da fase solida das células microbianas esta relacionada com a
presenga de grupos funcionais acidos, tais como grupos carboxil ou fosforil, nos polimeros
estruturais das suas paredes celulares, revestimentos externos e polissacarideos
extracelulares (Kulczycki et al., 2002, 2005; Kennedy et al., 2011; Hao et al., 2013). A
desprotonagao destes varios grupos funcionais contribui para o desenvolvimento da carga
superficial nas células e proporciona locais de complexagao discreta para a sor¢ao
eletrostatica dos ions dissolvidos (Martinez e Ferris 2001; Smith e Ferris, 2001; Sokolov et
al., 2001; Phoenix et al., 2007). Estas rea¢des sdao especialmente importantes para a parti¢ao
da fase solida dos ions dissolvidos que estdao presentes nas dguas subterraneas em uma

concentragdo inferior a imposta pela solubilidade que qualquer mineral possa ocorrer.

Uma reacao de sor¢do competitiva entre um proéton (H*) e um cation metalico (Me**)
num local de ligagdo de carboxil de superficie protonada em uma célula microbiana

(B - COOH) pode ser descrita como a Equacao 27.
B-COOH + Me?* = B-COOMe*™ + H* (27)
A liberacao de protons e sor¢ao de cations metdlicos é descrita pela constante de
taxa aparente (K,,,) e constante de sor¢ao adicional de pH (K,) (Equacao 28).

K =Kapp: [B-COOMe?™1] (28)
PH " [H+] ™ [B-COOH]|[Me?*]

A expressao de equilibrio da lei de agao de massas enfatiza que a sor¢ao idnica por
microrganismos nao depende apenas das concentragdes de protons e cations metalicos
dissolvidos, mas também do ntimero de grupos quimicos reativos por célula.
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A dependéncia do pH das reagoes de sorcao ionica € uma importante caracteristica
intrinseca dos sorbentes de fase sélida, incluindo microrganismos. Para os metais que
existem predominantemente como cations em solugdo, a sorgdo € significativamente
melhorada a medida que o pH aumenta e os grupos de superficie desprotonam. Pelo
contrario, os oxi-anions de metais e os metaloides sorvem melhor a baixos valores de pH,
amedida que os grupos de superficie se tornam protonados. As propriedades quimicas dos
ions sorbato também influenciardo o comportamento de sor¢ao. Um fator particularmente
importante é o potencial idnico, ou a relagdo entre a carga elétrica e o raio de um ion. A
sor¢ao de ions menores e altamente carregados é favorecida em relagao aos ions maiores e
fracamente carregados. Uma alteracdo na carga idnica resultante de reagOes de
complexacao aquosa tem um efeito semelhante, uma vez que a forca de sorcao tende a

diminuir quando os ions sdao complexados.

Um grafico que descreve a quantidade de uma espécie quimica dissolvida que é
sorvida por um sorbente em func¢do do aumento da concentragao, medida a uma
temperatura constante, é chamada isoterma de sorcdao. Foram utilizados trés tipos
principais de isotermas de sor¢ao para quantificar as reagdes envolvendo bactérias e outros
sOlidos sorbentes. Considerando um cation metdlico como o sorbato, o primeiro tipo de
isoterma de sorgao é representado por um coeficiente de distribuicao linear (parti¢ao) (K,),
como ilustrado pela Equagao 29.

[B-Me? 1] = K [Me?*] (29)

Uma grande limitagdo da distribuicdao isoterma linear (Figura 15a) é que nao se
considera o niumero finito de sitios de sor¢ao que existem num sorbente de fase solida. Ao
invés de aumentar constantemente com concentracdes crescentes de sorbato, a quantidade
que ¢é sorvida tendera a diminuir progressivamente a medida que os sitios de sor¢ao forem
sendo ocupados. Isto pode levar a uma superestimacao da quantidade de uma espécie
quimica que é sorvida, particularmente em altas concentragdes de sorbato. O desvio do
comportamento linear € capturado até determinado limite na isoterma empirica de sorbato

de Freundlich, que é demonstrada na Equacao 30.
[B - Me?~1] = Kp[Me?* ]t/ (30)

onde:

Kr = Coeficiente de sorcao de Freundlich (L3/M)

1/n = Expoente de nao-linearidade (Figura 15b)

Onde em n=1, a relagao de Freundlich reduz-se a distribuicao isoterma linear. A
isoterma de Freundlich € limitada visto que ndo inclui uma relagdo para o ntimero de sitios
de sorcao disponiveis, nem permite variagdes no pH e na forga idnica. Isto torna dificil a

comparagao de interpretacoes de dados de sorgao entre locais.
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a) b)

Quantidade sorvida
Quantidade sorvida

Concentragdo Dissolvida Concentragdo Dissolvida
Figura 15 - Comparacao da quantidade sorvida em fungdo do aumento da concentracdo

de sorbato dissolvido em equilibrio, previsto pela a) distribuicdo normal e b) isoterma de
sorcao de Freundlich.

A isoterma de Langmuir é o terceiro tipo de isoterma de sorcao (Figura 16).
Derivada da ag¢dao das massas e consideragdes sobre balango massico, a isoterma de
Langmuir € amplamente utilizada na geoquimica ambiental e microbioldgica. Do nimero
total de sitios de sor¢ao disponiveis (Br,), 0 nimero de sitios desocupados € expresso pela
Equacgao 31.

[B - COOH] = Brotar — [B - Me*™!] (31)
Substituindo a Equagao 31 na expressao de agao de massas (Equagao 27) e rearranjando,

resulta na Equacao 32.

Quantidade sorvida

Concentragao dissolvida

Figura 16 - llustracdo da Isoterma de sor¢cdo de Langmuir. @) A quantidade sorvida aumenta de forma
assimptoética com a concentragdo de sorbato dissolvido em equilibrio até todos os locais de sorcéo
estarem preenchidos e saturados. b) Se a concentragdo de sorbato dissolvido exceder o limite de
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solubilidade de uma fase mineral (K,,), pode ocorrer precipitacdo superficial e resultar num aumento

aparente da quantidade sorvida. c) Se os precipitados superficiais iniciais forem pequenos e mais sollUveis
gue os cristais maduros maiores, as concentra¢des dissolvidas podem aumentar para além do limite de
Kys antes de diminuirem a medida que os precipitados minerais superficiais crescem em tamanho.

[B-Me? 1] = BTOtaleH[MeZ+] — BTotalKapp[M€Z+][H+]_1 (32)
1+ Kyu[Me?*]) (1 + BrotaiKapp[Me?*][H*]71)

Uma caracteristica fundamental da isoterma de Langmuir € que, em concentragoes
elevadas de ion sorbato (e pH elevado no caso da sorgao cationica), a quantidade sorvida a
partir da solucdo aproxima-se de forma assimptotica (saturada) do nimero total de sitios
de sorcao disponiveis. Uma vez preenchidos todos os sitios, ndo ocorrera mais sorgao. Se
as concentracdes de ions dissolvidos continuarem a aumentar, a solugao pode
eventualmente ficar saturada em relagdo a algum tipo de fase mineral. Isto pode
desencadear uma nucleagao heterogénea e precipitacao superficial de minerais em
sorbentes, tais como células bacterianas. A transi¢ao entre a sor¢ao e a precipitagao
superficial é representativa de um continuo reativo de reagdes de parti¢cao de fase solida

para ions dissolvidos, tanto em sistemas puros como contaminados (Warren e Ferris, 1998).

4.5 Dissolucao e Precipitacéo Mineral

As aguas subterraneas geralmente estao em contato simultdneo com diferentes
minerais sélidos. Em baixas profundidades, a infiltracdo de dgua meteérica subsaturada
geralmente promove a dissolucao mineral. A dissolucao de minerais nao s6 contribui para
a captura de solutos pelas dguas subterraneas como também favorece o desenvolvimento
da porosidade secundaria e o aumento da condutividade hidrdulica. Isto é especialmente
acentuado em sistemas carsicos que ocorrem em areas com rocha-mae carbonatada. Com o
aumento da profundidade e do tempo de permanéncia no subsolo, as dguas subterraneas
aproximam-se gradualmente do equilibrio em relagao aos minerais presentes. Ao mesmo
tempo, as rea¢des quimicas e microbioldgicas podem fazer com que as dguas subterraneas
fiquem super ou subsaturadas e provocar precipitacdio ou dissolu¢ao mineral,
respectivamente. Em contraste com as reagoes de dissolucao, os processos de precipitagao
mineral nos sistemas de dguas subterraneas promovem a formagado de revestimentos em
graos minerais e superficies de aberturas e/ou fraturas. Isso pode levar a cimentagao e
fechamento das aberturas dos poros, causando redugao da porosidade e da condutividade

hidraulica.

Os processos de dissolu¢ao mineral sao classificados como reagdes congruentes ou
incongruentes. A dissolu¢do congruente refere-se a minerais que se dissolvem
completamente nos seus ions constituintes, enquanto a dissolugao incongruente se aplica a
minerais que se dissolvem parcialmente e geram um produto solido residual de
decomposigao. Ambos os processos de dissolugao mineral tendem a consumir protons
como reagentes, o que forga a liberagao de cations sorvidos em solugdo para conservar a

eletroneutralidade.
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A fonte mais comum de protons nas reagdes de dissolugdo mineral é o acido
carbonico, que é gerado a partir da degradagao da matéria organica pela atividade
microbioldgica heterotrofica. Outros acidos inorganicos e organicos também sao
produzidos por microrganismos. Estes incluem acido sulfuirico proveniente da oxidagao de
minerais de sulfetos, bem como uma grande variedade de acidos carboxilicos, como os
acidos acético e oxalico. Entre estes, sabe-se que os dcidos organicos contribuem para as
reagOes de dissolugdo mineral, promovidas pelos ligantes, por complexacao de cations
liberados. Nestas reagdes, a base (L) de um acido (HL) € o ligante complexante de metal
para o cation metalico (Me*"), como mostrado na Equacgéo 33.

Me?* + HL = H* + MeL?~1 (33)

No ligante promotor da dissolugao, a formacao do complexo metalico
essencialmente remove o cation metdlico livre (produto da reagao de dissolugao) da
solugao. Isto provoca um deslocamento do equilibrio e sustenta uma maior dissolucao, de
acordo com o principio de Le Chatelier. A mesma mudanga na solubilidade de equilibrio
de um mineral acontece quando ocorre uma mudanca no estado de oxidagao de um
produto de dissolugao. Por exemplo, a oxidacio de Fe?* para Fe>* a partir da dissolucao de
minerais silicato de Fe(Il) por bactérias litotroficas oxidantes de Fe(II) promove a reagao de
dissolugao (Shelobolina et al., 2012; Shirokova et al., 2016).

Dos varios microrganismos ativos sob condi¢des anaerdbias, os redutores
dissimilatorios de ferro e manganés sdao notaveis como agentes ativos na dissolucao
redutora de minerais de 6xido. Os Oxidos de ferro e de manganés utilizados por estes
microrganismos como fonte aceptora de elétrons para a respiragdo anaerdbia ocorrem
tipicamente como revestimentos finos sobre outros graos minerais, bem como materiais
organicos particulados. A dissolugao destes revestimentos por redugao microbiana em
condicoes de baixa disponibilidade de oxigénio resulta frequentemente em uma cor
caracteristica denominada gleyic (coloragao similar ao de solo pantanoso — azul esverdeada
cinzenta), tais como as caracteristicas evidenciadas em amostras de cortes e nucleos de

zonas de reducdao de Mn(IV) e Fe(IIl) em sistemas de dguas subterraneas (Figura 17).
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Figura 17 - Escavacdo expondo uma coloracdo gleyic (azul esverdeada cinzenta)
produzida na base de um talude florestal (perfil inferior) em resposta a infiltragdo de agua
e a reducdo microbioldgica de minerais de 6xido de ferro marrom avermelhado (dois perfis
superiores) em condi¢des anaerdbias. A distancia ao longo da escavacéo € de cerca de
2,0 m e a profundidade do perfil inferior € de cerca de 0,6 m (Reproduzido sob os temos
de Creative Commons Attribution 3.0, licenga de Schwarz et al., 2018).

Os microrganismos contribuem para a precipitagao de uma grande variedade de
minerais, incluindo 6xidos, fosfatos, carbonatos, sulfetos e silicatos, como mostra a
Figura 18 (Fortin et al., 1997; Ferris et al., 2000). Os mecanismos de precipitagdo mineral
microbiana sao diversos, mas geralmente envolvem duas fases distintas: nucleagao e
crescimento de cristais. A nucleagao é a fase mais critica para a precipitacao mineral e ocorre
de forma homogénea ou heterogénea. Nas reacdes homogéneas os nticleos minerais sao
formados pela colisao aleatoria de ions em solugao. Inversamente, a nucleagao heterogénea
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envolve a formagao de nucleos de cristais nas superficies de minerais homologos
(superficies minerais cristalograficas semelhantes) ou solidos estranhos, tais como células
microbianas. Destes dois processos de nucleacao, a nucleagao heterogénea domina nos
sistemas de aguas subterraneas. Uma vez formado um nucleo estavel, o crescimento dos
cristais pode ocorrer espontaneamente, desde que as concentragdes de ions em solugao
excedam o produto de solubilidade da fase mineral sdlida (a solugao deve ser

supersaturada).

de secdo fina mostrando nucleacdo heterogénea e
precipitacdo de uma fase mineral sélida (indicada por setas) sobre uma célula bacteriana ligada a um grao
mineral (M). Barra de escala = 360 nm.

A energia de Gibbs para nucleagao de cristais € limitada pela energia livre de massa
(AGpassq) de uma solucao e pela energia livre interfacial (AGjpefc) da fase sdlida
correspondente, como mostra a Equagao 34.

AG, = AGpgssa + AGinterface (34)

O termo energia livre é uma fungao do grau de saturagao de uma solugao (Equagao

21), tal como expresso pela Equagao 35.
(35)

PAI PAI
AGmassa = —RT In K = —2,303RT log1o K = —2,303RT (IS)

N SO0
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Enquanto a energia livre interfacial depende da tensao superficial interfacial da fase

mineral (y) e da area de superficie molar do nticleo em contato com a agua (4,,), conforme

descrito pela Equagao 36.
AGinterface = Aca¥ (36)

O termo energia livre interfacial representa o trabalho que deve ser feito para criar
uma superficie mineral. Juntas, estas rela¢gdes proporcionam um modelo util para melhor

compreender as contribui¢des microbioldgicas para a precipitagao mineral.

A atividade microbiana desencadeara frequentemente uma mudanca na quimica da
solucao, que levard a uma supersaturagao e a um valor IS mais elevado. Por exemplo, a
oxidagao bacteriana do Fe(II) frequentemente resulta em concentragdes de Fe3+ dissolvidas
que excedem a solubilidade dos 6xidos de ferro (Emerson et al., 2010; Edwards et al., 2018).
Isto por si s6 pode induzir a precipitagao mineral ao diminuir a maior parte do termo de
energia livre para reacdes de nucleacao homogéneas e heterogéneas. Contudo, os locais
quimicamente reativos em células microbianas que facilitam a sor¢ao i6nica nos locais de
nucleacao tenderdo a reduzir a energia média da superficie interfacial da fase solida e a
diminuir a superficie do ntcleo em contato com a solugao. O resultado esperado ¢ uma
reducdo da energia global livre interfacial, que conduz a uma nucleacdo e precipitacao

heterogéneas.
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5 Transporte de Microrganismos em Aguas
Subterraneas

Os microrganismos nos sistemas de 4guas subterraneas podem ser classificados
com base na sua origem e grau de isolamento dos ambientes superficiais. Os
microrganismos autdctones sao aqueles que sao residentes permanentes a longo prazo no
subsolo, enquanto os aldctones provém de outros ambientes, tais como aguas superficiais
ou solo. O isolamento fisico e a adaptagao de microrganismos autdctones a vida no subsolo
¢ um exemplo de especiacdo e evolucao alopatrica (nao sobreposta) durante longos
periodos, talvez milhares de milhdes de anos no caso de alguns ambientes de 4guas
subterraneas profundas (>1000m de profundidade) (Magnabosco et al., 2018). Os
microrganismos aldctones sao frequentemente transportados para o subsolo com recarga
por meio de percolacao da dgua de superficie. Com o tempo, os microrganismos aldctones
podem tornar-se parte da comunidade microbiana autdctone a medida que se adaptam as

condig¢des de vida no subsolo.

Nos sistemas de aguas subterraneas, os microrganismos planctonicos flutuantes
livres sofrem um transporte advectivo como espécies de particulas em suspensao que se
deslocam juntamente com a agua nos poros. A velocidade de transporte é governada pelo
gradiente de pressao hidraulica, porosidade e distribui¢ao da permeabilidade, de acordo
com a lei de Darcy. O transporte de microrganismos em aguas subterraneas também esta
sujeito aos efeitos da difusao e dispersao hidrodinamica. O movimento de nutrientes
dissolvidos e aceptores de elétrons sao acoplados aos mesmos processos, que sao descritos
pelas equagdes de dispersao por advecgao (Equagao 37) para a taxa de transporte de massa
(Brun e Engesgaard, 2002; Steefel et al., 2005; Tufenkji, 2007).

6_C= DaZC+D 62C+D azc]—[v a—C+va—c+va—c] 57
ot *oxz2 Y oyz 7 0z? *0 Yoy oz
onde:
X, Y, Z = principais dire¢des de transporte em trés dimensoes (L)

C = concentracdo de soluto dissolvido ou particulas suspensas (M/L?)
D = coeficiente de dispersdo hidrodinamica (L%T)
v = velocidade linear média (L/T)
t = tempo (T)

Os microrganismos estdo sujeitos a um fendmeno de transporte conhecido como
exclusdo por tamanho. Quando isto acontece, as particulas em suspensdo transportadas
parecem mover-se mais rapidamente e passar por menos dispersdao do que os solutos
conservadores (nao reagentes). A exclusao por tamanho no transporte de microrganismos

¢ evidente em curvas de ruptura a partir de uma gama menor de concentracoes
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normalizadas (C;/Cy) e tempos de reten¢ao mais curto dos microrganismos em comparagao
com um marcador dissolvido (Figura 19). As experiéncias de campo indicam que as células
dos microrganismos podem ser transportadas em velocidades até 70 por cento superiores

a velocidade linear média da agua do poro.

a) 1o b) 40
08} Bactéria ——— 0.8
Marcador
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. -3
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0.2 0,2
0 . 0 - - - - -
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Figura 19 - Curvas de ruptura de concentragdes normalizadas ao longo do tempo a) ap6s uma inje¢édo
descontinua e b) durante a inje¢éo continua de uma suspenséao bacteriana com um marcador dissolvido.

A razao para o transporte mais rapido de microrganismos como resultado da
exclusdo por tamanho esta relacionada com a distribuicao hiperbdlica das velocidades de
agua dentro dos poros. A velocidade maxima ocorre ao longo da linha central, enquanto o
atrito e outras forgas reduzem a velocidade da dgua nas paredes dos poros a zero. Na escala
molecular dos solutos dissolvidos, a distribuigao completa das velocidades da agua é
amostrada em processos de transporte. Quando se trata dos microrganismos e outras
particulas em suspensao, em virtude do tamanho maior as velocidades mais elevadas sao
observadas perto da linha central dos poros, levando a uma velocidade média mais rapida

do que a de uma substancia trago dissolvida.

A remogao de bactérias suspensas das aguas subterraneas é mediada por processos
de retengao e filtracao. A retengao envolve o aprisionamento de microrganismos em canais
ou aberturas de poros que sao muito pequenos para permitir a passagem. Este processo
ndo é apenas uma fungao da porosidade, mas também depende da geometria dos poros e
da tortuosidade dos caminhos de fluxo das dguas subterraneas. A filtracdo fisica refere-se
a remocao de bactérias suspensas das aguas subterraneas por colisdo e deposi¢ao nas
superficies das paredes dos poros. A probabilidade de ressuspensao apods a filtragao
depende da interagao entre o cisalhamento hidrodinadmico e as forgas de aderéncia
interfaciais (afinidade de sorgao). Apos a deposicao, as células microbianas podem secretar

grandes quantidades de EPS para aumentar a aderéncia e iniciar a formagao de biofilme.

A medida que as células bacterianas suspensas sdo transportadas nas aguas
subterraneas, elas podem absorver substancias dissolvidas da solucdo e transporta-las,
mascarando-se como sdlidos particulados. Este processo combinado é conhecido como
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transporte facilitado. Se as espécies quimicas sorvidas forem provenientes de uma fonte
pontual, como um derramamento de contaminante, os processos de exclusao por tamanho
no transporte bacteriano podem diminuir o tempo e aumentar a distancia sobre a qual um
contaminante se move. Da mesma forma, o transporte facilitado tem um potencial
considerdvel para auxiliar na transferéncia de nutrientes de uma 4rea rica em nutrientes
para uma area pobre em nutrientes, estimulando assim a atividade microbiana por fluxos

de 4guas subterraneas mais longos.

Em todo o mundo, uma fragao significativa de doengas transmitidas pela agua sao
causadas pela introdugdo e transporte de microrganismos patogénicos aloctones
(protozodrios, bactérias e virus) em sistemas de dguas subterraneas. Muitos dos patdégenos
microbianos nas dguas subterraneas, se ndo a maioria, sdo contaminantes derivados de
residuos fecais humanos e animais. As fontes primarias desses microrganismos causadores
de doengas incluem fossas sépticas com falha, infiltragao de lagoas de residuos, linhas de
esgoto com vazamento e aterros sanitarios antigos ou incorretamente vedados (Macler e
Merkle, 2000). Aquiferos rasos nao confinados estdo particularmente em risco de
contaminagao microbiana devido a sua proximidade com fontes superficiais (Jin e Flury,
2002; Pandey et al., 2014).

O tamanho grande de protozoarios patogénicos, como Giardia e Cryptosporidium, é
uma caracteristica que contribui para a filtracao, limitando o seu transporte a curtas
distancias em sistemas de dguas subterraneas (Figura 20). Por esta razao, a presenga de
protozodrios em aquiferos mais profundos é um indicativo de introdugao direta de agua
superficial, a partir do fluxo descendente através de rocha fraturada ou carsica nao
consolidada e limitada com camadas de solo sobrepostas (Jin e Flury, 2002). Por outro lado,
patégenos microbianos menores, como bactérias e virus, s3o menos propensos a sofrer
exclusdao por tamanho e acabam sendo transportados por distancias maiores em aguas

subterraneas do que os protozoarios (Figura 20) (Taylor et al., 2004; Tufenkji, 2007).

Os processos de filtragem e exclusdao por tamanho enfatizam a importancia de
considerar a natureza e o espago poroso relativo do meio geoldgico avaliando o destino,
transporte de patogenos e a vulnerabilidade das aguas subterraneas. Fatores adicionais,
como a quimica da solugao, caracteristicas do virus e da superficie celular, propriedades do
solo e temperatura influenciam a sobrevivéncia, transporte e sorcao de patdgenos
microbianos em meios porosos (Jin e Flury, 2002; Agéncia de Protecao Ambiental dos
Estados Unidos [USEPA], 2002; Pang et al., 2004). Essas considerag¢des sao particularmente
relevantes ao se avaliar a distancia de recuo entre fossas sépticas, nascentes de dgua e linhas
costeiras. Mais informagoes sobre o gerenciamento de sistemas sépticos para evitar a
contaminacdo das dguas subterraneas estao disponiveis em USEPA website” e Pang e
outros (2004).
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Figura 20 - Exemplos de patégenos microbianos encontrados em aguas superficiais
e subterraneas que sdo de interesse para a saude humana e ambiental. Devido ao
seu grande tamanho e suscetibilidade a deformacdo, os protozoarios sao
indicadores gerais de contaminagdo das aguas superficiais. Alternativamente,
bactérias e virus menores podem ser transportados para as aguas subterraneas
(McKay et al., 1993; Taylor et al., 2004). A presenca de patdgenos microbianos em
aguas subterraneas € frequentemente inferida pela deteccdo de bactérias
indicadoras fecais, incluindo bactérias coliformes totais, Escherichia coli,
Enterococcus e colifagos (virus que infectam bactérias coliformes). Esses
microrganismos indicadores, semelhantes a outros patégenos, geralmente n&o
crescem fora de seus ambientes naturais. Sua capacidade de sobreviver em
ambientes de &guas subterrdneas é limitada por condicdes como temperatura,
competicdo com outras bactérias, predacgao por outros organismos e aprisionamento
em espacos porosos (Macler e Merkle, 2000; Jin e Flury, 2002). Portanto, encontrar
bactérias indicadoras fecais nas aguas subterrdneas em ndmeros mensuraveis
significa que ha uma maior probabilidade de patdgenos também estarem presentes.
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6 Microbiologia de Aguas Subterraneas Aplicada

A microbiologia de 4guas subterraneas é aplicada em uma ampla variedade de
processos que foram desenvolvidos nao apenas para a biorremediacao in situ de
contaminantes organicos e inorganicos, mas também para o controle e gerenciamento do
fluxo de aguas subterraneas. O sucesso dessas aplicacoes decorre da intensa flexibilidade
metabolica que existe entre os diferentes microrganismos e sua influéncia na geoquimica
das aguas subterraneas, incluindo reagdes de adsorcdao de fase solida heterogénea e
precipitagao mineral. Outro fator importante, que vale a pena enfatizar novamente, € o
pequeno tamanho das células microbianas: esse atributo fisico € o que permite que os
microrganismos tenham acesso e residam em habitats subterraneos que sofrem

contaminagao ou sao foco para o gerenciamento do fluxo de aguas subterraneas.

Uma consideragao primdria para a biorremediagado in situ é o estado de oxidagao,
que determina se os contaminantes podem ser metabolizados por microrganismos como
um doador de elétrons (redutor) ou um aceptor de elétrons (oxidante), ou se ndao podem
ser metabolizados (como é o caso de elementos que nao possuem estados de oxidagado
multipla, como estroncio ou cddmio). Se um contaminante estiver sujeito ao metabolismo
microbiano, ele pode ser removido das A4guas subterraneas por biotransformagao
(degradagdao oxidativa ou redutiva) em produtos inertes. As alternativas para
contaminantes que ndo podem ser metabolizados incluem captura e imobilizagao por
adsorgao ou coprecipitagdo em minerais precipitados em resposta a atividade metabolica

microbiana.

6.1 Biorremediacao Microbiana e Remocédo de Contaminantes de
Aguas Subterraneas

A biorremediag¢ao microbiana tornou-se uma tecnologia amplamente utilizada por
ser vista como uma abordagem mais sustentavel e econdmica em comparagao com outros
métodos de tratamento (por exemplo, sistemas de bombeamento e tratamento). Foi
implementada com sucesso em muitas operagdes de limpeza envolvendo daguas
subterraneas contaminadas com poluentes organicos, como hidrocarbonetos de petrdleo e
solventes organicos clorados, bem como gerenciamento e controle de plumas de polui¢ao
provenientes de lixiviados de aterros sanitarios (USEPA, 1998, 2002, 2013). Os
contaminantes de hidrocarbonetos de petroleo abrangem uma ampla gama de substancias
quimicas organicas reduzidas, incluindo compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno) que sdo normalmente usados como doadores de elétrons no metabolismo
microbiano. O oposto é verdadeiro para solventes clorados, como tetracloreto de carbono
(PCE) e tricloroetileno (TCE), que sao altamente oxidantes e metabolizados como aceptores

de elétrons.

Trés estratégias diferentes sao usadas na biorremediagao de dguas subterraneas:
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e atenuagdo natural — onde a comunidade microbiana autdctone (natural) é deixada
para eliminar o contaminante alvo sem intervengao humana, contando com
processos fisicos, quimicos e microbioldgicos que ocorrem naturalmente dentro
de uma pluma de contaminante;

e bioestimulacdo — onde a comunidade microbiana natural é estimulada a eliminar
o contaminante alvo pela adi¢ao de nutrientes essenciais; e

e bioadi¢do — onde, além de nutrientes, cepas selecionadas de bactérias podem ser

injetadas no subsolo para promover a elimina¢do do contaminante alvo.

O sucesso dessas estratégias depende se ha disponibilidade de aceptores de elétrons
e doadores de elétrons apropriados, se o contaminante alvo é reduzido (por exemplo,
hidrocarbonetos de petréleo) ou oxidado (por exemplo, solventes clorados) e se as taxas de
fluxo de agua subterranea siao lentas o suficiente para permitir a ocorréncia de
biodegradacao (Christensen et al., 2000).

A biodegradacio aerdbia de contaminantes organicos reduzidos ocorre na presencga de
oxigénio (Haritash e Kaushik, 2009; Bamforth e Singleton, 2005). Isso significa que o sucesso
da biorremediagao aerdbia depende diretamente da disponibilidade de oxigénio. Se o
oxigénio se tornar limitante, como costuma acontecer em sistemas de dguas subterraneas,
ele pode ser fornecido diretamente ao subsolo por aspersao de ar ou por meio da injegao
de um oxidante quimico (por exemplo, peroxido de hidrogénio), que se decompde para

liberar oxigénio.

Na auséncia de oxigénio, a biodegradagio anaerdbia pode ocorrer usando aceptores de
elétrons, como nitrato ou sulfato, para oxidagao metabdlica de um contaminante. Essa
abordagem ¢ amplamente empregada em locais contaminados com hidrocarbonetos de
petroleo, nos quais o oxigénio foi esgotado (Chandra et al., 2013; Meckenstock et al., 2016;
Varjani e Upasani, 2017). Para estimular a biodegradagao anaerdbia, um aditivo que contém
aceptor de elétrons, como o sulfato, pode ser adicionado para promover a biodegradagao
de hidrocarbonetos de petrdleo (USEPA, 2013).

Condi¢des anaerdbias também sdo necessdrias para a descloracao inicial de
solventes organicos altamente clorados, como PCE e TCE, que servem como aceptores de
elétrons (Hopkins et al., 1993; Meckenstock et al., 2015). A medida que esses compostos sao
metabolizados, os atomos de cloreto sao removidos e substituidos por atomos de
hidrogénio para formar produtos (redutores conjugados) que sao menos oxidados do que
o composto clorado original. Em alguns casos, os produtos ndo sao suficientemente
oxidados para servir como aceptores de elétrons, e s6 podem ser degradados como
doadores de elétrons na respiragao aerdbia. Por exemplo, PCE e TCE sao altamente
oxidados e sofrem apenas descloracao redutiva parcial para dicloroetano (DCE), cloreto de
vinila (PVC) e cloreto de etila (CE) menos oxidados (Mohn e Tiedje, 1992; Kielhorn et al.,

2000). A oxidagao subsequente de DCE, PVC e CE em formas nao tdxicas de etileno, etano
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ou etanol requer condi¢des aerdbias (Semprini et al., 1990; Semprini e McCarty, 1991;
Hopkins et al., 1993).

Microrganismos podem ser usados para remover contaminantes inorganicos, como
compostos nitrogenados (por exemplo, nitrato ou amonio) que estao presentes em aguas
subterraneas em quantidades acima das diretrizes regulatdrias, bem como metais tdxicos
ativos redox e metaloides. No entanto, ao contrario dos contaminantes organicos que os
microrganismos podem degradar por oxidagao em didxido de carbono ou nutrientes que
podem ser absorvidos e assimilados durante o metabolismo, a degradacdo de
contaminantes metalicos e metaloides ¢ realizada por meio de processos metabdlicos
dissimilatorios que removem ou fornecem elétrons para a energia celular (Lovely e Coates,
1997; USEPA, 2013). As aplicagdes comuns incluem a redugao microbiana de Cr(VI), U(VI)
e Se(VI) para estados de oxidagao mais insolaveis: Cr(Ill), UIV) e Se elementar,
respectivamente. Outros metais, como Fe(II) e Mn(Il), estao sujeitos a oxidagdo microbiana
e precipitagao de 0xidos insoltuveis (Figura 21).

Figura 21 - Extensa precipitacdo de oxidos férricos basicos insoluveis, de cor laranja, por

bactérias oxidantes de Fe(ll) em uma zona de descarga de aguas subterraneas proxima a
Deep River, Ontéario, Canada.
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6.2 AplicacOes de Precipitacdo Mineral Induzida por Microrganismos

A precipitagdo de minerais por microrganismos de dguas subterraneas pode ser
aplicada de varias maneiras, dependendo principalmente da reatividade quimica e das
propriedades fisicas dos precipitados minerais. Oxidos férricos hidratados, sulfetos e
minerais de carbonato sdao frequentemente utilizados devido a sua capacidade de
imobilizar contaminantes inorganicos por meio de reacdes de adsorcao superficial e
coprecipitagdao. Os minerais de carbonato também sdao conhecidos por serem agentes

cimentantes eficazes que aderem e unem os graos minerais nao consolidados.

Como produtos da oxidagdao do Fe(Il) bacteriano litotréfico, os Oxidos férricos
hidratados sao reconhecidos como sodlidos adsorventes potentes que tém uma alta
afinidade quimica por ions dissolvidos (Langmuir, 1997). Esta reatividade contribui para a
remocao de cations metalicos da solu¢do, como Sr?* Cd%**, Pb?* e U03*. Os solutos anidnicos
como arsenato (AsO3~), cromato (Cr03™), fosfato (PO3~), e iodeto (I') sdo também adsorvido
por 6xidos férricos hidratados (Katsoyiannis e Zouboulis, 2006). A distribui¢ao ambiental
onipresente de bactérias oxidantes de Fe(Il) torna a precipitagao bacteriogénica de 6xido
férrico hidratado um forte candidato a atengao natural de contaminantes inorganicos em

sistemas de 4guas subterraneas.

O sulfeto é produzido como um redutor conjugado na respiragdo microbiana
anaerobia com o sulfato como aceptor terminal de elétrons. Isso pode desencadear
supersaturagao e precipitacao de fases minerais de sulfeto que incorporam contaminantes
como Cd**, Pb%*, Hg?* e As®*. A disponibilidade de matéria organica como doadora de
elétrons para redugao de sulfato bacteriano € essencial para a produgdo de sulfeto. Se as
concentragdes de matéria organica (ou sulfato) forem muito baixas, a bioestimulagao
envolvendo a injecao de um ou ambos os nutrientes limitantes pode ser usada para induzir

a precipitagao do mineral sulfeto.

Uma distingdo importante entre aplicagdes de precipitagdo microbiana de 6xidos
férricos hidratados e sulfetos metalicos esta relacionada as diferencas nas condi¢des redox
das aguas subterraneas. A oxidacao bacteriana de Fe(Il) e a precipitagao de 6xidos férricos
hidratados requerem condi¢des oxidantes usando oxigénio ou nitrato como aceptores de
elétrons, enquanto condi¢des redutoras sdao necessarias para a precipitacao de sulfeto
metalico por microrganismos que usam sulfato como aceptor de elétrons. Na zona redox
intermedidria, a producao metabolica de Fe(Il) em resposta a redugdo microbiana de Fe(III)
contribui para a transformagao de 6xidos férricos hidratados em minerais Fe(II)/Fe(IlI) ,
conhecida como “ferrugem verde” (Figura 22). Essas fases minerais de estado de oxidagao
mista ndo apenas retém as propriedades adsortivas de dxidos férricos hidratados (Parmar
et al., 2001; Perez et al., 2021), mas também se comportam como redutores de fase sdlida
para contaminantes como nitrato, cromato, selenato (Se0%~) e tetracloreto de carbono (Erbs
et al., 1999; Genin et al., 2001).
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Figura 22 - Microscopia eletrbnica de varredura
mostrando cristais de ferrugem verde (GR, sigla
em inglés) que se formaram a partir da reducéo de
oxido férrico hidratado (HFO, sigla em inglés) em
uma cultura da bactéria redutora de Fe(lll)
Shewanella algae cepa BrY. As bactérias séo
visiveis como uma massa desorganizada de
bastonetes alongados entre o0s precipitados
minerais. Escala da barra = 10 ym.

As aplicagdes de precipitacao de carbonato de calcio, induzida por microrganismos,
geralmente dependem da atividade de bactérias ureoliticas (Ferris e Stehmeier, 1992; Ferris
et al,, 1996; Fujita et al,, 2000). Ambas as espécies bacterianas aerdbias e anaerdbias
catalisam a hidrdlise da ureia usando a enzima urease para produzir ions de amonio e
carbono inorganico dissolvido (CID), resultando em um aumento no pH (Ferris et al., 2003).
Na presenga de calcio dissolvido, que muitas vezes é injetado junto com a ureia, as maiores
concentra¢des de CID e maiores pH levam a supersaturagao e precipitacao de minerais de
carbonato de calcio (Figura 23). Desnitrificagdo, amonificacdo, redugao de sulfato e
oxidagao de metano também estao envolvidos na precipitacdo de carbonato mineral
induzida por microrganismos (Anbu et al., 2016; Zhu e Dittrich, 2016; Eltarahony et al.,
2020).
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Figura 23 - Microscopia eletrdnica de varredura de um
cristal de calcita em crescimento, precipitado em aguas
subterraneas  artificiais pela bactéria  ureolitica
Sporoscarcina ureae. As bactérias aparecem como
células em formato bastonete que circundam e aderem a

superficie do cristal de calcita. Escala da barra = 3.0 pm.

A precipitacdao de minerais de carbonato por microrganismos é vantajosa para a
captura e imobilizagio de contaminantes com raio idnico semelhante ao Ca®’. Esta
reatividade estende-se desde a coprecipitagao e substituigao isomérfica de Ca®* durante o
crescimento do cristal (Langmuir, 1997; Mitchell e Ferris, 2005). Contaminantes de dguas
subterraneas identificados como candidatos para mitigacao por precipitacdo mineral
induzida por microrganismos incluem Cd?*, Pb%*, Zn?* e Hg?*, bem como radionuclideos

P51 e Co (Mitchell e Ferris 2005; Eltarahony et al., 2020).

Outro aspecto benéfico da precipitagao mineral de carbonato por microrganismos é
a eficdcia do processo na cimentacdo de sedimentos nado consolidados
(biocimentagao/bioconsolidagao) e preenchimento de espagos porosos vazios
(obturagao/rejuntamento biomineral). As aplica¢des praticas em geomecanica incluem a
melhoria da resisténcia ao cisalhamento e rigidez de depdsitos soltos (ndo compactados) de
aluvido, enquanto a redugao da permeabilidade é o objetivo principal da engenharia
hidrogeoldgica para reduzir a invasao de dguas subterraneas em taneis, operagdes de
producao de campos petroliferos e outras obras subterraneas (Jack et al., 1991, 1993; Ferris
e Stehmeier, 1992; Ferris et al., 1996; Anbu et al., 2016; Minto et al., 2016).

Em comparagdo com as argamassas tradicionais de base quimica, a precipitagao de
minerais de carbonato por microrganismos através de bioestimulagdo ou bioadigao nao sé
requer pressOes de injecdo mais baixas, mas também penetra mais profundamente em
poros menores e aberturas de fratura (Minto et al., 2016). Isso ocorre porque as solugdes
nutritivas e mineralizantes necessdrias para induzir a precipitagao microbiana de minerais
carbonaticos tém uma viscosidade proxima a da agua (aproximadamente 1,0 mPa - s),
enquanto a viscosidade dos cimentos quimicos tende a ser muito maior (aproximadamente
50 mPa - s).
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7 Conclusao

A compreensdao da microbiologia e quimica bdasica apoia o trabalho dos
profissionais de aguas subterraneas, porque a interacdo de microrganismos e compostos
quimicos em sistemas de fluxo de dguas subterraneas pode ser usada para modificar as
condigdes do subsolo. Tal modificagao pode mitigar a contaminacao em sistemas de dguas
subterraneas, aumentar ou diminuir a transmissibilidade nas aguas subterraneas e
fortalecer ou enfraquecer a estrutura subterranea. Confiar na atividade microbiana para
essas modificagOes é geralmente uma abordagem econdmica de engenharia para gerenciar

a subsuperficie.

A opcao mais simples e menos custosa € permitir que os processos naturais realizem
o trabalho, mas quando esses processos progridem mais lentamente do que o aceitavel para
o problema em questao, o ritmo natural e o tipo de atividade microbiana podem ser
potencializados pela adigao de nutrientes ou espécies microbianas adicionais combinados
com os nutrientes. A pesquisa e o conhecimento com o objetivo de melhorar as solugoes
baseadas na microbiologia para os problemas relacionados a dguas subterraneas é continua,
e depende de esforcos para geneticamente modificar microrganismos e obter atividade

catabdlica incrementada (Janssen e Stucki, 2020).
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8 Exercicios

Exercicio 1

Qual € a diferenga mais relevante entre microrganismos procariontes e eucariontes?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 171

Exercicio 2

Descreva as diferencas entre as paredes celulares de procariontes que se distinguem

por sua resposta a colora¢ao de Gram.

Clique para acessar a resolucio do exercicio 21

Exercicio 3

O que é produzido pelas células de procariontes que lhes permite nao apenas aderir
as superficies minerais, proteger contra a desidratacao e formar biofilmes, mas também

contribuir para a adsor¢ao de substancias quimicas ionicas dissolvidas em solugao?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 371

Exercicio 4

Qual é o tempo de duplicagao para um microrganismo com uma constante de taxa
de crescimento exponencial de 0,005 s*?

Clique para acessar a resolucido do exercicio 471

Exercicio 5

Por que a magnitude da escala de comprimento ¢ uma propriedade fisica tao

importante para descrever habitats microbianos em sistemas de adguas subterraneas?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 571

Exercicio 6

Explique por que dois sistemas de dguas subterraneas rasas que ocorrem em climas

semelhantes tém a mesma temperatura média.

Clique para acessar a resolucio do exercicio 671

Exercicio 7

Assumindo um gradiente geotérmico de 25 a 30°C por km, como seria descrita a
preferéncia de temperatura dos microrganismos que vivem a uma profundidade de
2000 m?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 71
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Exercicio 8

Vocé pega uma amostra central de 20 m de profundidade e separa uma subamostra
de 3,5 g de solo para analisar a composi¢dao da comunidade microbiana. Com base na
densidade celular média em materiais de subsuperficie nesta profundidade, qual é a

populagao aproximada de microrganismos em sua subamostra?

Cligue para acessar a resolucido do exercicio 871

Exercicio 9

Coloque os seguintes aceptores terminais de elétrons para a respiragao microbiana
em ordem decrescente de rendimento de energia metabdlica potencial. Quais sdao os

redutores conjugados correspondentes dos aceptores de elétrons?
a) Didxido de carbono
b) Sulfato
c) Fe(IlI)/Mn(IV)
d) Oxigénio
e) Nitrato

Cligue para acessar a resolucio do exercicio 971

Exercicio 10

Qual é a classificagao metabolica dos microrganismos procariontes de subsuperficie
que usam compostos quimicos como fonte de energia, com substancias inorginicas servindo
como doadoras de elétrons e didxido de carbono sendo fixado para formar biomassa

celular?

Cligue para acessar a resolucao do exercicio 10 1

Exercicio 11

Qual é a classificagdo metabdlica de microrganismos procariontes de subsuperficie
que usam compostos quimicos como fonte de energia, com substancias orginicas servindo

como doadoras de elétrons e fonte de carbono para produzir biomassa celular?

Cligue para acessar a resolucao do exercicio 1171

Exercicio 12

Por que xisto e argila ndo sao habitats especialmente bons para microrganismos

procariontes?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 1271
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Exercicio 13

Como parte de sua busca por evidéncias de microrganismos eucariotos e
procariotos em um campo, vocé coleta uma amostra central de rocha carbonatada. Vocé
esperaria encontrar os dois tipos de microrganismos alvo, apenas um tipo ou nenhum?
Explique.

Cligue para acessar a resolucido do exercicio 1371

Exercicio 14

Descreva as maneiras pelas quais os microrganismos procariontes contribuem para

as reagoes quimicas nos sistemas de dguas subterraneas.

Clique para acessar a resolucio do exercicio 1471

Exercicio 15

Explique brevemente a diferenca no comportamento de sor¢ao de pH entre ions
carregados positivamente e negativamente em sdlidos sorbentes em sistemas de aguas
subterraneas, incluindo células microbianas procariontes cercadas por substancias

poliméricas extracelulares (EPS).

Clique para acessar a resolucido do exercicio 157

Exercicio 16

Qual o papel dos microrganismos na remogao de poluentes das dguas subterraneas?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 167

Exercicio 17

Vocé estd trabalhando como hidrogedlogo em um local no qual as aguas
subterraneas estao contaminadas com BTEX. Solicitaram a vocé uma justificativa para o uso
de biorremediacdo para remover o BTEX das dguas subterraneas e a descri¢ao de trés
possiveis estratégias de biorremediacdo para eliminar os contaminantes alvo. Explique
quais condi¢des das dguas subterraneas melhorariam a biorremedia¢do microbiana dos
contaminantes alvo e o motivo. Suponha que microrganismos que podem biodegradar

hidrocarbonetos sejam onipresentes no local.

Clique para acessar a resolucido do exercicio 171

Exercicio 18

De que forma os microrganismos de d4guas subterraneas contribuem para as reagoes

de dissolugdao mineral?

Clique para acessar a resolucio do exercicio 187
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Exercicio 19

Explique por que as bactérias redutoras de Fe(Ill) e Mn(IV) dissimilatorias sao

importantes para a dissolugao redutiva de éxidos minerais em dguas subterraneas.

Clique para acessar a resolucio do exercicio 197

Exercicio 20

Cite algumas aplicagdes da precipitagao mineral de carbonato por microrganismos.

Clique para acessar a resolucio do exercicio 207
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10 Resolucéo dos Exercicios

Resolucéo do Exercicio 1

Microrganismos procariontes ndo possuem nucleos membranosos, enquanto os

eucariotos possuem nucleos ligados a membranas.

Retornar para o Exercicio 1.1

Resolucéo do Exercicio 2

As paredes celulares dos procariontes com coloragao Gram-positiva consistem em
peptidoglicano, que é uma rede de mucopolissacarideos reticulados em trés dimensdes por
pontes peptidicas, e uma variedade de polimeros secunddrios (acidos teicdicos ou
teicuronicos e proteinas). Por outro lado, as paredes celulares dos procariontes que se
coram como Gram-negativas contém lipopolissacarideos, fosfolipidios e proteinas
dispostas em uma bicamada de membrana (a membrana externa). Colada entre a

membrana externa e a membrana citoplasmatica esta uma fina camada de peptidoglicano.

Bonus - Algumas bactérias com paredes celulares ndo sao Gram-positivas nem
Gram-negativas, de acordo com a coloracao de Gram. As paredes celulares de Archaea nao
possuem o tipo de peptidoglicano encontrado em procariontes, em vez disso contém

pseudopeptidoglicano, glicoproteinas ou proteinas isoladas.

Retornar para o Exercicio 2.1

Resolucéo do Exercicio 3

Substancias poliméricas extracelulares (EPS, sigla em inglés).

Retornar para o Exercicio 31

Resolugcao do Exercicio 4

O tempo de duplicagao para o crescimento microbiano exponencial é dado pela
equagao T =In(2)/u = 0,693/, na qual a frequéncia de divisao celular é especificada pela
constante da taxa de crescimento exponencial . Isso resulta em um tempo de duplicagao

de 138,6 s, 0 que equivale a 2,3 min.

Retornar para o Exercicio 41

Resolugéao do Exercicio 5

Nos sistemas de dguas subterraneas, as escalas de comprimento se estendem por
grandes distancias, de 10>m (km) até os niveis de 10°® m (um), dependendo de como o
tamanho do habitat é definido. A escala de comprimento é critica porque define outras
propriedades fisicas importantes para a habitabilidade, como dreas de superficie e volumes

relativos de sélidos, 4gua, ar e outros fluidos. Esses fatores ndo apenas determinam onde é
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possivel que a vida microbiana se refugie, mas também influenciam o movimento da dgua,

a quimica das dguas subterraneas e os processos de transporte de massa reativos.

Retornar para o Exercicio 51

Resolucéo do Exercicio 6

Estando abaixo da superficie, as dguas subterraneas sao isoladas dos ciclos diarios
de irradiagao solar e das mudangas climaticas sazonais acima do solo. As propriedades
isolantes do material subterraneo e a alta capacidade de calor especifico da 4gua resultam
em aguas subterraneas rasas mantendo uma temperatura razoavelmente constante,
aproximadamente igual a temperatura média anual do ar do local. As dguas subterraneas

mais profundas sao aquecidas pelo gradiente geotérmico da regiao.

Retornar para o Exercicio 6.1

Resolucéo do Exercicio 7

A temperatura esperada em um sistema de dguas subterraneas a 2000 m de
profundidade seria em torno de 50 a 60°C mais alta do que a temperatura na superficie, que
¢ em média cerca de 15°C; esse valor corresponde a faixa de temperatura dos

microrganismos termofilicos.

Retornar para o Exercicio 7.1

Resolucéo do Exercicio 8
Aproximadamente 35 milhdes de células. Em sistemas de aguas subterraneas
proximas a superficie, o nimero de células microbianas procariontes ¢ em média de 107

células/g. Portanto, uma amostra de 3,5 g conteria 107 células/g x 3,5 g =3,5 x 107 (35

milhdes) células.

Retornar para o Exercicio 81

Resolucdo do Exercicio 9
Oxigénio — dgua

Nitrato — nitrogénio
Fe(III)/Mn(IV) — Fe(Il)/Mn(II)

Sulfato — sulfeto

G L=

Didxido de carbono — metano

Retornar para o Exercicio 9.1
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Resolucdo do Exercicio 10

Os autdtrofos dependem de compostos quimicos de substancias inorganicas (isto é,
liticas) como fonte de energia para redugao de didxido de carbono, por isso sao classificados

como quimiolitoautotréficos.

Retornar para o Exercicio 101

Resolucéo do Exercicio 11

Heterotrdficos (muitas vezes sindnimo de organotroficos) dependem de moléculas
organicas que ja existem no sistema para promover seu crescimento, por isso sao

classificados como quimioorganoheterotréficos.

Retornar para o Exercicio 111

Resolucéo do Exercicio 12

Os diametros do tamanho dos poros em xistos e argilas (tipicamente < 107 m) sdo

muito pequenos para fornecer espago suficiente para acomodar microrganismos
procariontes com didmetros celulares maiores que 107 m.

Retornar para o Exercicio 12 1

Resolucédo do Exercicio 13

Apenas um (procariontes). A vida no subsolo é limitada pelo didmetro dos poros.
O tamanho menor dos procariontes permite que eles vivam dentro de poros das rochas

carbonato.

Retornar para o Exercicio 131

Resolucéo do Exercicio 14

Microrganismos procariontes contribuem para reagoes quimicas em sistemas de
aguas subterraneas de duas maneiras. Primeiro, a atividade enzimatica metabolica pode
acelerar (catalisar) reagoes lentas e forgar os quocientes de reagdo correspondentes a se
deslocarem rapidamente para o equilibrio ou para longe dele. Isso afeta muitos aspectos da
quimica das dguas subterraneas, incluindo pH, condi¢oes redox, processos de dissolugao e
precipitacao de minerais e a especiagdo quimica de solutos. Em segundo lugar, as células
de procariontes se comportam como so6lidos reativos microscopicos devido a reatividade
quimica de grupos funcionais, como substituintes carboxila ou fosforil, nos componentes
macromoleculares das paredes celulares, bainhas externas e EPS. Como sdlidos reativos, as
bactérias ndo apenas contribuem para a sorgao de ions dissolvidos, mas também servem

como modelos de nucleagao heterogéneos para precipitacao mineral.

Retornar para o Exercicio 141
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Resolugao do Exercicio 15

A medida que o pH aumenta, os solidos sorbentes tendem a desenvolver uma carga
superficial mais negativa, que favorece a sor¢ao de cations aumentada (com carga positiva)

e a sor¢ao de anions diminuida (com carga negativa).

Retornar para o Exercicio 151

Resolugao do Exercicio 16

Os microrganismos sao usados para remover os poluentes das dguas subterraneas
em processos conhecidos como biorremediagio. A biorremediacao usa microrganismos para
reduzir a poluicdo por meio da transformacao bioldgica de poluentes (por exemplo,
hidrocarbonetos de petrdleo e compostos clorados) em substancias nao toxicas ou menos
toxicas. Os poluentes podem atuar como doadores de elétrons (por exemplo, BTEX) ou

aceptores de elétrons (por exemplo, TCE) no metabolismo microbiano.

Retornar para o Exercicio 16 1

Resolucéo do Exercicio 17

Justificativa: Os microrganismos podem usar compostos BTEX como doadores de
elétrons em seu metabolismo. Enquanto houver nutrientes disponiveis e aceptores de
elétrons nas aguas subterraneas, os microrganismos podem metabolizar e, portanto,

degradar os contaminantes alvo.
Trés estratégias possiveis:

1. atenuagdo natural - a comunidade microbiana natural é deixada para eliminar o

contaminante alvo sem interven¢ao humana;

2. bioestimulagdao - nutrientes essenciais sdao adicionados para estimular a

comunidade microbiana natural a eliminar o contaminante alvo; e

3. bioadicao - nutrientes e cepas selecionadas de bactérias sao injetadas no subsolo

para promover a eliminagao do contaminante alvo.

Entre os aceptores de elétrons comumente disponiveis, o oxigénio produz mais
energia do que qualquer outro oxidante na respiragao aerobia. Para aumentar a degradacao
microbiana dos compostos BTEX, vocé pode aumentar a disponibilidade de oxigénio nas
aguas subterraneas. O oxigénio pode ser adicionado a dgua subterranea diretamente no
subsolo por pulverizagdo de ar ou por meio da injecdo de um oxidante quimico (por

exemplo, perdxido de hidrogénio) que se decompde para liberar oxigénio.

Retornar para o Exercicio 171

Resolucéo do Exercicio 18

Os processos de dissolugao mineral tendem a consumir prétons como reagentes, o
que forca a liberagao de cations sorvidos em solugdo para conservar a eletroneutralidade.
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A fonte mais comum de protons nas reagoes de dissolugao mineral é o dcido carbonico, que
¢ gerado a partir da degradacdo da matéria organica pela atividade microbiana
heterotrdfica. Outros acidos inorganicos e organicos também sao produzidos por
microrganismos. Estes incluem acido sulfarico da oxidagao de minerais de sulfeto, bem

como uma ampla variedade de acidos carboxilicos, como acido acético e acido oxalico.

Retornar para o Exercicio 181

Resolucéo do Exercicio 19

Oxidos de ferro hidratado e manganés sio utilizados por bactérias redutoras de
Fe(IlI) e Mn(IV) dissimilatorias como aceptores de elétrons de fase sélida para respiracao
anaerobia. Esses minerais de 6xido normalmente ocorrem como revestimentos finos em
outros graos minerais, bem como em materiais organicos particulados. A dissolu¢do desses
revestimentos por reduc¢ao microbiana sob condi¢des de baixo oxigénio frequentemente
resulta em uma coloragao tipica denominada gleyic (cinza-azul-verde), evidente em
amostras de cascalhos e de zonas de reducao de Mn(IV) e Fe(Ill) em sistemas de aguas

subterraneas.

Retornar para o Exercicio 191

Resolugcao do Exercicio 20

A precipitagdo mineral de carbonato por microrganismos pode ser usada na
cimentagao de sedimentos nao consolidados e no preenchimento de espagos porosos vazios
para melhorar a resisténcia ao cisalhamento e a rigidez de depodsitos soltos e/ou reduzir a

permeabilidade para controlar o fluxo de dguas subterraneas.

Retornar para o Exercicio 201
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Por favor, considere se inscrever na lista de discussao do Projeto Agua Subterranea e
mantenha-se informado sobre novos langamentos de livros, eventos e formas de participar
do Projeto Agua Subterranea. Quando vocé se inscreve em nossa lista de e-mail, isso nos

ajuda a construir uma comunidade global de 4guas subterraneas. Inscreva-se/”.

THE emV.--.
GROUNDWATER

PROJECT
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ModificacOes da Versao Original

Mudangas globais:
todas as ocorréncias de um foram alteradas para um

os simbolos quimicos em italico foram alterados para formatacao normal, inclusive

nas Tabelas 1 e 2

pagina ii, atualizado o titulo de Szponar para Doutora
pagina iii, erro de digitagdo corrigido de Natavlie para Natalie
pagina vii, ortografia corrigida de Sponzar para Szponar

pagina 4, ultimo paragrafo da se¢ao 2.1, “Existem tipicamente 105 a 106 células” foi mudado
para “Existem tipicamente 10 a 10° células”

pagina 1, Tabela 1, o 2 em H2O foi mudado para subscrito na segunda linha, abaixo de
“Aceptores de Elétrons”

paginas 26 e 27, a definicao dos termos na equagao 18 foi esclarecida usando colchetes para
indicar que A, B, C e D representam atividades e “(C, D)” foi removido da segunda
descricao

pagina 27, na defini¢do dos termos da equagao 18, A foi removido de “variagdo da energia
livre de Gibbs (ML?)/(T?mol)”

pagina 28, no paragrafo apos a equagao 25, KH = 10-1.47 foi mudado para Ku = 104 e K1
=10-6.35 foi mudado para Ki =10%

pagina 36, equagao 32, a segunda ocorréncia de Kapp no denominador do segundo termo no

lado direito foi excluida

pagina 60, o link para a publicacdo de Janssen e Stucki, 2020 foi adicionado
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