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RESUMO
ANA LUIZA COSTA DE BARCELLOS VIEIRA

PAPEL DA MATERIA ORGANICA E DOS MICRORGANISMOS NA DISSOLUCAO
REDUTIVA DO FERRO A PARTIR DOS SEDIMENTOS DE AMBIENTES
LOTICOS

Orientador: Carolina Neumann Keim

Na crosta terrestre, o ferro (Fe) pode ser encontrado em dois estados de oxidacgdo: Fe(ll) ou
(Fe?"), e Fe(I) ou (Fe**). A forma reduzida Fe(Il) é mais solvel do que a forma oxidada
Fe(l11), comumente encontrada compondo éxidos/hidroxidos. Nos sedimentos andxicos de rios,
h& microrganismos capazes de interligar a oxidacdo de matéria organica a reducéo de Fe(lll).
Tais microrganismos, como bactérias dos géneros Geobacter e Shewanella, podem usar o
Fe(l11) como aceptor final de elétrons. Fermentadores, como Clostridium spp. podem reduzir o
Fe(l1) a Fe(Il) para melhorar o balango redox. A reducdo do Fe pode levar a dissolugdo de
minerais, ocasionando a mobilizacao de elementos-traco, regularmente encontrados associados
aos Oxidos/hidroxidos de ferro dos sedimentos. Desta forma, o destino desses elementos no
ambiente esta associado ao ciclo redox do ferro. O objetivo deste trabalho é investigar o papel
dos microrganismos e da matéria organica na dissolucdo redutiva do Fe a partir dos sedimentos
de fundo de diferentes rios brasileiros e comparar a reducdo do Fe entre eles. Para isso, foram
coletados agua e sedimentos para a constru¢cdo de microcosmos anaerobios em seis rios
brasileiros. No experimento curto, construimos microcosmos anaerébios contendo diferentes
fontes de carbono: acetato de sédio 6,8 e 34 g/L; extrato de levedura 4 e 20 g/L; e glicose 3 e
15 g/L. Havia também um controle estéril, onde houve adicéo de glicose 15 g/L, mas a 4gua e
sedimentos do rio foram autoclavados; e um controle vivo, onde ndo houve adi¢do de matéria
organica. Apos 7, 14, 21, e 28 dias, foram sacrificados 6 tubos para medir as concentracfes de
Fe(ll) e o pH. No experimento longo, que teve duragdo de 20 a 70 semanas, foram feitos
microcosmos contendo acetato de sodio 34 g/L, glicose 15 g/L e o controle vivo. A cada 14
dias, foram retirados 20 mL de agua para medir Fe(ll) e pH, 4gua esta reposta em seguida por
agua do rio contendo a fonte de carbono correspondente. Os resultados mostraram
significativamente maiores concentracdes de Fe(ll) nos microcosmos com microrganismos
vivos do que nos autoclavados. As fontes de carbono que mais favoreceram a reducdo do ferro
foram glicose e extrato de levedura, levando a concentracdes médias de Fe(ll) a cerca de 1000
mg.L™? em dois dos rios estudados. Quanto maior a concentracdo de glicose e extrato de
levedura, maior a concentragdo de Fe(ll). Houve reducdo de pH em todos 0s microcosmos
adicionados com glicose, indicando fermentagdo. Os microcosmos com maior mobilizagéo de
Fe(Il) foram os dos ambientes mais afetados pela atividade antropogénica. Portanto, existe
atividade de microrganismos redutores de Fe nos sedimentos de todos os ambientes estudados,
e a matéria organica, principalmente aquela fermentavel como glicose e extrato de levedura, é
usada como combustivel para a reducdo do ferro.

Palavras-chave: reducédo dissimilatoria do ferro; fermentacéo; sedimentos de fundo;
ambientes loticos; ferrozina.
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ABSTRACT
ANA LUIZA COSTA DE BARCELLOS VIEIRA

ROLE OF ORGANIC MATTER AND MICROORGANISMS IN THE REDUCTIVE
DISSOLUTION OF IRON FROM RIVER SEDIMENTS

Advisor: Carolina Neumann Keim

In the Earth's crust, iron can be found in two oxidation states: Fe(ll) or (Fe**), and Fe(lll) or
(Fe*"). The reduced form, Fe(Il), is more soluble than the oxidized form, Fe(IIl), which is
commonly found as part of oxides/hydroxides. In the anoxic sediments of rivers, there are
microorganisms able to link the oxidation of organic matter to the reduction of Fe(lll). Such
microorganisms, like bacteria from the genera Geobacter and Shewanella, can use Fe(lll) as a
terminal electron acceptor. Fermenters, such as Clostridium spp., can reduce Fe(l11) to Fe(ll) to
improve their redox balance. Iron reduction can lead to mineral dissolution, resulting in the
mobilization of trace elements often associated with iron oxyhydroxides in sediments.
Consequently, the fate of these elements in the environment is tied to the iron redox cycle. The
aim of this work is to investigate the role of microorganisms and organic matter in the reductive
dissolution of Fe from bottom sediments of different Brazilian rivers and to compare Fe
reduction across them. To achieve this, water and sediment samples were collected in six
Brazilian rivers for the construction of anaerobic microcosms. In the short-term experiment,
anaerobic microcosms were amended with different carbon sources: sodium acetate 6.8 and 34
g/L; yeast extract 4 and 20 g/L; and glucose 3 and 15 g/L. There was also a sterile control, in
which glucose (15 g/L) was added, but the river water and sediments were autoclaved, and a
live control, where no organic matter was added. After 7, 14, 21, and 28 days, six tubes were
sacrificed to measure Fe(ll) concentrations and pH. In the long-term experiment, which lasted
20 to 70 weeks, microcosms were prepared with sodium acetate (34 g/L), glucose (15 g/L), and
the live control. Every 14 days, 20 mL of water was sampled to measure Fe(ll) and pH, which
was replaced with river water containing the corresponding carbon source. The results showed
significantly higher Fe(Il) concentrations in microcosms with live microorganisms than in the
autoclaved ones. The carbon sources that most favored iron reduction were glucose and yeast
extract, which led to average Fe(Il) concentrations to approximately 1000 mg.L™ in two of the
studied rivers. Higher concentrations of glucose and yeast extract led to higher Fe(ll)
concentrations. There was a pH reduction in all microcosms amended with glucose, indicating
fermentation. The microcosms with the highest Fe(I1) mobilization were from the environments
most affected by anthropogenic activity. Thus, there are Fe-reducing microbial activity in the
sediments of all studied environments, and organic matter, especially fermentable substrates
like glucose and yeast extract, is used as the fuel for iron reduction.

Key-words: dissimilatory iron reduction; fermentation; bottom sediments; lotic ambients
of Brazil; Ferrozine



RESUMO PARA LEIGOS
ANA LUIZA COSTA DE BARCELLOS VIEIRA

PAPEL DA MATERIA ORGANICA E DOS MICRORGANISMOS NA DISSOLUCAO
REDUTIVA DO FERRO A PARTIR DOS SEDIMENTOS DE AMBIENTES
LOTICOS

Orientador: Carolina Neumann Keim

Em ambientes aquaticos, como rios, o ferro pode existir em diferentes formas quimicas que
variam em solubilidade. Nos sedimentos de rios, onde o gas oxigénio, na forma dissolvida, ndo
estd em abundancia, certos microrganismos transformam o ferro, fazendo com que ele va de
algo menos soluvel (Fe®*) para algo mais solivel (Fe?*) em &gua. Isso porque o0s
microrganismos podem utilizar o ferro como parte de seus processos metabolicos para obter
energia através de processos chamados fermentacdo e reducdo dissimilatéria do ferro. O
objetivo deste estudo € entender melhor a influéncia desses microrganismos e de diferentes
tipos de matéria organica na mobilizacdo do ferro dos sedimentos dos rios. Para isso, foram
coletadas amostras de agua e sedimentos do fundo de diferentes rios brasileiros para a
construgdo de microcosmos, ambientes em miniatura feitos dentro de frascos de vidro . Os
microcosmos foram utilizados para simular as condi¢Ges encontradas nos sedimentos dos rios,
onde ndo ha gés oxigénio dissolvido. Diferentes fontes de carbono, como glicose, acetato de
sodio ou extrato de levedura, foram inseridas em diferentes microcosmos para alimentar os
microrganismos presentes na agua e sedimentos retirados do local de coleta. Apds periodos
especificos de incubacdo, amostras foram retiradas para medir o pH e quantificar o ferro
dissolvido. Nos resultados, observamos que certas fontes de carbono, como extrato de levedura
e glicose, intensificam a atividade metabodlica dos microrganismos, resultando em uma maior
concentracdo de ferro dissolvido na agua. I1sso demonstra a importancia dos microrganismos e
da mateéria organica na regulacéo do ciclo biogeoquimico do ferro nos ecossistemas aquaticos.
Além disso, nos ambientes que sofrem maiores impactos das atividades humanas, como o
vazamento de rejeitos de minério de ferro e o lancamento de esgotos sem tratamento, a
dissolucdo do ferro a partir dos sedimentos é mais exacerbada, adicionando mais um efeito
negativo da falta de cuidado com nossos rios para a qualidade da agua.
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1 INTRODUCAO

O ferro € um elemento muito abundante na Terra, correspondendo a cerca de 5%
(massa) da crosta terrestre (Taylor e Konhauser, 2011). Ele é um micronutriente importante
para a maioria dos seres vivos, estando envolvido em diversos processos fisioldgicos, tanto de
procariotos quando de eucariotos (Madigan et al., 2016). VVarios procariotos utilizam o ferro em
mecanismos de transferéncia de elétrons, utilizando a oxidacéo e reducao desse elemento como

parte do seu processo de conservagao de energia.

O ferro pode apresentar trés estados de oxidacao: o Fe?*, Fe(I1), ou ferro ferroso; o Fe®*,
Fe(l11), ou ferro férrico; e o Fe?, Fe(0) ou ferro metalico. O ferro metalico é obtido na fundicio
de minérios de ferro e ndo € encontrado naturalmente na crosta terrestre. Ja o Fe(ll) é a forma

mais reduzida, e Fe(l11) a forma mais oxidada presente na crosta terrestre.

Em ambientes aquéaticos e terrestres, o Fe(lll) é menos sollvel, ocorrendo
predominantemente em minerais como o0s Oxidos-hidroxidos de ferro ferrihidrita
(5Fe203-9H,0), goetita (a-FeOOH) e hematita (a-Fe203). Ja o Fe(ll) é mais soltvel, podendo
ocorrer como fons Fe?* em solucio, e também em minerais como a magnetita (FeO-Fe203),
pirita (FeSz), siderita (FeCO3) e vivianita (Fe3(POs)2-8H20), dentre outros (Kappler et al.,
2021).

1.1 Ciclo do Ferro em ambientes léticos

Em ambientes como solos alagados, pantanos e sedimentos de rios e lagos, onde ha tanto
regides andxicas quanto aeradas, o ciclo redox do ferro € consequéncia de processos quimicos
e/ou microbianos que dependem da concentracdo de Oz e do pH. O Fe(lll) dos oOxidos e
hidroxidos de ferro pode ser quimicamente ou microbiologicamente reduzido a Fe(ll), o que
pode levar a dissolucao de minerais, ja que o Fe(ll) resultante € mais soltvel. Em pH neutro, o
Fe(I1) soltvel resultante pode ser oxidado a Fe(l11) pelo Oz, NO* ou Mn(1V) (Figura 1) (Kappler
e Straub, 2005; Melton et al., 2014; Kappler et. al., 2021).
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Figura 1 - Ciclo redox do ferro em pH neutro. Imagem produzida com base em informacdes de Kappler e Straub
(2005).

Em aerobiose e pH neutro a alcalino, a maior parte do ferro dissolvido (Fe(ll)) sofre
oxidacdo quimica pelo O2 (Kim e Gadd, 2008), mas outros fatores podem contribuir para a
oxidacao do Fe(ll) em aerobiose: presenca de radicais livres, radiacdo ultravioleta, e oxidacao
microbioldgica. Em altas concentragdes de O, ha predominéncia de oxidagdo quimica, mas em
ambientes microaerobios e/ou em pH acido, ha predominancia de oxidacdo microbiana
(Madigan et. al., 2016). J& em anaerobiose, o ferro pode ser oxidado pela reagcdo com o nitrato

(NO73) ou com o Mn(1V), ou por atividade microbiana (Kappler et al., 2021).

A reducdo do Fe(lll) a Fe(Il) em anaerobiose pode acontecer por processos quimicos, por
exemplo reacdo com H.S, ou com &cidos humicos e fulvicos, compostos derivados da
decomposicdo de matéria organica. Além disso, o Fe(lll) pode ser reduzido a Fe(ll) por
processos microbianos, através da reducao dissimilatoria do ferro, ou acoplado a fermentacédo
(Lovley, 1987; Melton et al., 2014; Kappler et al., 2021).

1.2 Microrganismos ferro-redutores

Diversos estudos mostraram que bactérias ferro-redutoras séo comuns em solos, sedimentos
de ambientes aquéticos e reservatorios de dgua subterranea, e que elas contribuem para os ciclos
biogeoquimicos de diversos elementos nesses locais (Lovley, 1987; Lovley e Phillips, 1988;
Tebo et al., 2004; Kappler e Straub, 2005; Gounou et al., 2010; Lentini et al., 2012; Melton et
al., 2014; List et al., 2019; Santos, 2019; Kappler et. al., 2021; Sanjad, 2021; Santos et al.,
2023). Os microrganismos presentes nos sedimentos sdo capazes de beneficiar o seu
crescimento interligando a oxidacdo de matéria organica a reducdo de Fe(ll1) e/ou de Mn(1V).

O tipo e concentracdo de matéria organica possui papel fundamental na eficiéncia da reducéo



de dxidos de ferro e manganés, juntamente com o pH e o oxigénio disponivel (Lentini et al.,
2012; Santos, 2019; Su et al., 2020; Sanjad, 2021; Santos et al., 2023).

1.2.1 Fermentacdo acoplada a reducéo de Fe(ll1) a Fe(ll)

Durante a fermentagdo, varios microrganismos utilizam a reducdo de Fe(lll) a Fe(ll)
para maior eficiéncia na utilizacao da glicose, acelerar o crescimento, e/ou melhorar o balanco
redox (Dong et al., 2017; Li et al., 2019; List et al., 2019), por exemplo vérias afiliadas ao
género Clostridium (List et al., 2019).

List e colaboradores (2019), em um estudo utilizando uma cepa de Clostridium
acetobutylicum, investigaram a reducao do ferro, tanto em forma de 6xido de ferro hidratado
quanto na forma sollvel. Eles observaram que a reducdo do 6xido de ferro hidratado na
presenca de mediadores eletrénicos, tanto enddgenos (riboflavina) quanto exdgenos
(resazurina, resorufina e antraquinona-2,6-dissulfonato), € mais eficiente. Além disso,
constataram que a reducéo do ferro atua como um tampao de pH e modifica o fluxo de carbono

e elétrons, favorecendo a producédo de produtos de fermentacdo menos reduzidos.
1.2.2. Reducdo dissimilatoria de ferro e manganés

Diversos microrganismos acoplam a oxidagdo da matéria organica a reducéo de 6xidos
e hidréxidos de Fe(lll) e/ou Mn(IV), conservando energia por meio de uma cadeia
transportadora de elétrons. O Fe(l11) e 0 Mn(IV) sdo utilizados como aceptores finais de elétrons
na reducdo dissimilatoria, sendo reduzidos a Fe(ll) e Mn(ll), respectivamente. Em geral,
utilizam-se produtos de fermentagdo como doadores de elétrons no cultivo destes
microrganismos (Lovley e Phillips, 1988; Kiisel e Dorsch, 2000; Tebo et al., 2004). Esta é uma
forma de respiracdo anaerdbia, mais conhecida em bactérias dos géneros Geobacter e
Shewanella (Zachara et al. 1998).

As espécies de Geobacter e Shewanella usam diferentes formas de acessar o Fe(lll)
presente nos oxidos e hidroxidos de Fe (Figura 2): o contato direto entre superficie celular-
oxido de ferro que permite a transferéncia de elétrons (Kappler e Straub, 2005); liberacdo de
sideroforos ou quelantes de Fe(l11), que sequestram e capturam o Fe(lll) presente nos minerais
(Kim e Gadd, 2008; Kraemer et al., 2005); utilizacdo de moléculas organicas sollveis que
servem como carreadores de elétrons extracelulares (Ross, Brantley e Tien 2009); e a producéo
de pili condutor e/ou citocromo C multi-heme, estruturas extracelulares que seriam capazes de

conduzir eletricidade e transferir elétrons da célula para os minerais (Fitzgerald et al., 2012).
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Figura 2 - Mecanismos de acesso ao Fe(ll1) realizados por bactérias redutoras de ferro. Imagem produzida com
base em informagdes de Esther et al. (2015).

1.3 Elementos-traco e os 6xidos de Fe e Mn

Os elementos-traco podem ser definidos como metais cationicos e oxianions que Sao
encontrados no ambiente em concentragdes baixas, em torno de 100 pg.g™ ou menos (Embrapa,
2009). A denominagdo “metal pesado” ¢ utilizada para se referir a metais com densidade acima
de 5g/cm?®, mas inclui elementos muito comuns na crosta terrestre e de baixissima toxicidade,
como o ferro, por exemplo. Sendo assim, utilizaremos o termo “elementos-traco” neste

trabalho.

Varios elementos-traco, mesmo que em baixas concentragdes, sdo considerados essenciais,
pois sdo nutrientes para microrganismos, animais e plantas, contudo, dependendo de sua
concentracdo, em que espécies quimicas ele ocorre, e a forma de exposicao, podem ser toxicos
podendo danificar de organismos mais sensiveis até ecossistemas inteiros (Lehninger, 2014).
Ha também os elementos-traco ndo essenciais, alguns deles tdxicos em baixissimas

concentragdes, como o Hg.
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Figura 3 - Esquema da precipitacdo e dissolucdo do Fe associado & mobilizacdo e imobilizacdo de elementos-trago.
Imagem produzida com base em informacdes de Kappler e Straub (2005).

No ambiente aquatico, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, Ge, In, Hg, Mn, Nd, Ni, Rh, Pb, Po, Pu, Ra,
Se, Sc, Sn, Th, Ti, U, V, e Zn sdo comumente encontrados em 0xidos e hidroxidos de ferro e
manganés dos sedimentos, mas quando sofrem dissolucdo, séo considerados elementos-traco
(Cornell e Schwertmann, 2003; Tebo et al., 2004; Kappler e Straub, 2005). Por isso, o destino
destes elementos no ambiente em geral acompanha o destino dos 6xidos de ferro e manganés
(Tebo et al., 2004; Kappler e Straub, 2005; Souza et al, 2015).

Num ambiente anaerdbio, os elementos-traco podem ser dissolvidos junto com os 0xidos
de ferro e manganés, pela acdo de substancias como o H2S ou de microrganismos ferro-
redutores, tanto as bactérias fermentadoras quanto as que fazem a reducdo dissimilatdria de
ferro. Ambos os tipos de microrganismos sao heterotréficos e, portanto, o0 metabolismo e o
crescimento dependem da disponibilidade de matéria organica biodegradavel (Lovley, 1987;
Melton et al., 2016; Kappler et al., 2021). Gounou e colaboradores (2010) observaram uma
correlagdo positiva entre a reducdo de Fe(lll) para Fe(ll) e a dissolucdo de outros metais,
principalmente Co, Cu, Mn e Ni, a partir de sedimentos de rios. Nos experimentos deles, foi
utilizada a glicose como fonte de carbono e doador de elétrons, o que levou a diminuicdo do
pH e a reducdo do Fe(lll) dos oxi-hidréxidos de ferro a Fe(ll) devido a acdo microbiana. Em
solos, foi mostrada a dissolucdo de elementos-traco associada a reducao de Fe(l11) e/ou Mn(I1V)
por Shewanella sp., que foi altamente dependente da fonte de carbono/doador de elétrons
utilizado. Dentre todos os elementos analisados, o ferro e 0 manganés foram dissolvidos de
forma mais eficiente, principalmente quando foi utilizada a glicose (Ayyasamy et al., 2009).
Em microcosmos construidos com sedimentos de fundo de rios, também foi observada a
importancia da matéria organica biodegradavel e a maior eficiéncia da glicose na dissolucéo de

elementos-trago por microrganismos ferro-redutores (Santos, 2019; Sanjad, 2021; Santos et al.



2023). Por outro lado, os metais dissolvidos podem ser adsorvidos, ou precipitar em minerais
secundarios, passando a fazer parte dos sedimentos, onde podem permanecer por muito tempo
(Souza et al, 2015).

1.4 Mineracao de carvao, pirita e o drenado acido de mina

A pirita (FeSz) € um mineral abundante e naturalmente encontrado junto ao carvao
betuminoso. Durante a extragdo de carvdo mineral, a pirita é considerada um rejeito e, quando
0 manejo ou eliminacdo da pirita é realizado de forma irresponsavel, a pirita pode ser liberada
no ambiente (Madigan et al., 2016). Ao entrar em contato com 0 Oz e H;O, inicia-se 0 processo
de oxidacdo quimica e/ou microbiana da pirita, que € a principal causa do drenado acido de
mina, um lixiviado acido e rico em elementos-traco dissolvidos, que prejudica ambientes
aquaticos, solos, vegetacdo e cadeias tréficas (Nordstrom, 2011; Brandelero et al., 2016;
Madigan et al., 2016). Diversos microrganismos acidofilos sdo capazes de oxidar a pirita em
ambiente &cido, acelerando enormemente o processo. Além da liberacdo dos elementos-traco
associados a pirita, o pH acido leva a dissolucdo de outros minerais e a liberacdo de elementos-

traco que outrora estavam estaveis (Nordstrom, 2011).

Em um primeiro momento, acontece a oxidagéo lenta, onde somente o contato com Oz e a
agua é suficiente para a oxidagdo, a chamada reacdo de iniciacdo, que leva a oxidagdo de HS™
a SO472, 0 que leva a liberacdo de jons H* no ambiente. Com o pH da agua mais &cido, 0
metabolismo de microrganismos ferro-oxidantes acidofilos € beneficiado, e a oxidacgéo do ferro
passa a ser catalisada por microrganismos como arqueas e bactérias, como Acidithiobacillus
ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans (Nordstrom, 2011; Madigan et al., 2016). Esse
lixiviado &cido, rico em &cido sulfarico, é denominado drenado acido de mina (AMD, na sigla
em inglés). Quando o drenado acido de mina entra num sistema aquatico, comeca um processo
de acidificacdo e, consequentemente, dissolucdo de elementos-traco a partir de minerais dos
sedimentos (Madigan et al., 2016).

Por outro lado, podem ser precipitados Oxidos/hidroxidos secundarios como goethita,
schwertmannita e jarosita a partir do drenado acido de mina. Estes minerais podem incorporar
ou adsorver elementos-traco do ambiente, como As, Cu, Pb, Ni, Cd e Zn arsénio (Asta et al.,
2010; Duquesne et al., 2003; Baleeiro et al., 2018; Hrselova et al., 2024).



1.5 Interagdes 4gua-sedimentos em rios

A troca de nutrientes entre a coluna sedimentar e a coluna d’agua ¢ importante para a
manutencdo e reciclagem de processos de transporte, microbianos, fisioldgicos e quimicos
(Baumgarten et al, 2001). O local onde essas mudangas ocorrem foi denominado de “Zona
Hiporreica” pelo hidrobiologista romeno Traian Orghidan (1917-1985) (Negrea, 2004). Nessa
regiao, ndo acontece somente a troca de nutrientes e ions, mas também a troca entre agua

subterranea e a da superficie.

Atualmente, considera-se que os rios consistem de varios compartimentos: a coluna d’agua,
a zona hiporreica, e o aquifero associado (Figura 4). A agua destes compartimentos ndo é
estangue, mas interage continuamente com 0s outros compartimentos, através de difusdo, ou de
fluxos de &gua, cuja direcdo varia de acordo com a altura do lencol freético e o nivel da 4gua
superficial (Williams, 1993).

Por isso, 0s processos biogeoquimicos como os de oxido-reducgdo de elementos no ambiente
anoxico dos sedimentos de fundo dos rios influenciam na qualidade da agua e na
disponibilidade de ions da coluna d’4gua. De modo similar, os processos biogeoquimicos que
ocorrem na coluna d’adgua e, de modo mais abrangente, em toda a bacia de drenagem,
influenciam os sedimentos de fundo, a zona hiporreica e o aquifero associado (Williams, 1993;
Zarf e Dunn, 2022).

Figura 4 - Esquema das regifes que compdem um ambiente l6tico. O Sistema fluvial é composto por agua da
superficie (1;azul), zona hiporreica (2;rosa), e dgua subterranea (3;verde). A Zona hiporreica é a zona de troca
entre a agua de superficie e a adgua subterrnea. As setas ilustram os fluxos de agua possiveis entre 0s
compartimentos. Imagem produzida com base em informagdes de Williams (1993).



Os rios sdo sistemas muito dinamicos e complexos. A todo momento acontece difusdo, onde
os solutos que estdao na zona hiporreica se difundem para o curso d’agua e vice-versa. AO mesmo
tempo, particulados em suspensdo na dgua se depositam nos sedimentos de fundo e/ou planicie
de inundagdo. Com o contato entre a gua corrente e a agua intersticial dos sedimentos de
fundo rio (zona hiporreica), as propriedades quimicas podem ser alteradas, como por exemplo
0 oxigénio dissolvido que pode ser consumido pela reagdo com substancias reduzidas, e o

material organico que pode ser depositado na superficie dos sedimentos (Williams, 1993).
2 JUSTIFICATIVA

Os ciclos biogeoquimicos do ferro, manganés e elementos-traco estdo interligados, dado
que os oxidos de ferro e manganés sdo considerados os principais carreadores de elementos-
traco no ambiente. Quando ha dissolucdo ou precipitacdo de minerais de ferro, ha também a
dissolugdo ou precipitacdo de elementos-traco, respectivamente. No entanto, 0S processos
microbianos relacionados a dissolucdo de Oxidos de ferro e manganés nos sedimentos de
ambientes aquaticos sdo muito pouco conhecidos. Temos como hipGtese que ha
microrganismos nos sedimentos de todos 0os ambientes aquaticos, que sdo capazes de acoplar a
oxidagdo de matéria organica a dissolucdo redutiva de ferro e manganés, levando a dissolucéo

de minerais e a liberacdo de elementos-trago.

Ha uma grande variedade de ambientes I6ticos no Brasil, derivada de uma grande
diversidade de formacdes geoldgicas e processos naturais. A dgua e 0s sedimentos de cada rio
refletem a composicao de toda a bacia de drenagem a montante, e sofre influéncias do clima,
da vegetacdo, de animais e microrganismos. Além disso, aces antrépicas como a mineracao,
agricultura e o lancamento de efluentes e residuos solidos geram impactos enormes. Nesse
contexto de diversidade natural e antropica, o que pode ser considerado “normal” e o que
poderia ser considerado “alterado” em termos de dissolu¢ao redutiva do ferro a partir dos

sedimentos?

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a contribuicdo dos microrganismos e da matéria organica na dissolucédo redutiva

do ferro ao longo do tempo em diversos rios a nivel de microcosmos.



3.2 Objetivos especificos

Observar como diferentes fontes de carbono, simples e complexa, fermentaveis e nao
fermentaveis, podem influenciar na dissolugédo redutiva do ferro por microrganismos autdctones

ao longo do tempo, por cerca de um més.

Avaliar a quantidade de ferro liberada, e o tempo necessario para deplecdo do ferro bio-

redutivel dos sedimentos em experimentos com duracdo de até um ano e quatro meses.

Comparar a dissolucdo redutiva do ferro a partir dos sedimentos em diferentes rios,
incluindo rios impactados e ndo impactados por mineracdo de ferro, mineragdo de carvéo,

agricultura, e/ou langamento de esgotos.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Descrigdo dos ambientes estudados

4.1.1 Rio Pratinha, BA

O Rio Pratinha esta situado na Chapada Diamantina (Palmeiras, BA) e é afluente do Rio
Santo Anténio, que por sua vez, é afluente do Rio Paraguacu. O Rio Pratinha drena areas de
carste, onde a taxa de dissolucdo de minerais é relativamente alta, o que leva a formacéo de
cavernas naturais. Ele nasce em uma caverna e encontra-se no Bioma Caatinga, numa regido
explorada pelo ecoturismo e agropecudria (Guimaraes et al., 2023).

A Chapada Diamantina € composta principalmente por rochas metamorficas e
sedimentares com processos de formacdo muito antigos, a maioria formada nos periodos
Proterozéico e Arqueano (Guimardes et al., 2023). A regido do sitio de coleta fica na margem
de diversas sequéncias carbonaticas e litologias siliciclasticas mesoproterozoicas (Laureano,
1998).

Gongalves, 2015 durante uma anélise de teores de cloretos na bacia hidrogréfica do Rio
Paraguacu, expds que o Rio Pratinha estava dentro dos valores de referéncia da Resolugédo
CONAMA 357/2005, obtendo o valor minimo de 6 e 0 maximo 31 mg.L™ (maximo permitido
250 mg.L™?), durante os anos 2003-2005.

Observacdes de campo apontam para agua dura e sedimentos ricos em matéria organica
em decomposicao, assim como debris de rochas calcéreas e quartzo. A cor escura e o cheiro
caracteristico de sulfeto indicam que a maior parte do ferro presente nos sedimentos esta na
forma de sulfeto ferroso. No contexto deste trabalho, o Rio Pratinha pode ser considerado um
rio controle, pois o ponto de coleta se localiza proximo a nascente, em area explorada

principalmente pelo ecoturismo.
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Figura 5 — Local de Coleta no Rio Pratinha. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por Caroli eumann
Keim). B. Imagem Satélite do ponto de coleta. Ponto de coleta do Rio Pratinha, municipio de Palmeiras, BA. Barra
de escala: 3.000m (Imagem obtida do Google Earth).

4.1.2 Rio do Salto, Parque Estadual do Ibitipoca (MG)

Rio do Salto esta localizado na Serra do Ibitipoca, sudoeste de Minas Gerais, dentro do
Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), uma unidade de conservacao que foi criada em 1973 e est4
localizada nos municipios de Lima Duarte e Santa Rita de Ibitipoca, no estado de Minas Gerais.
No contexto deste estudo, ele pode ser considerado um rio controle, pois é pouco afetado por
atividades antropicas, por estar localizado numa reserva ambiental.

Nessa regido, a litologia predominante é o quartzito, uma rocha metamorfica composta
de minerais associados com o quartzo (SiO2). Os xistos ocorrem como rocha secundaria. Os
solos sdo, em geral, pobres em nutrientes e arenosos, ricos em quartzo, e contendo caulinita e
micas. O estresse hidrico na estacdo seca tem grande influéncia sobre a vegetacédo, que inclui
campos rupestres, campos de altitude, mata baixa e matas de galeria (Dias et al., 2002; Dias et
al., 2003). O Rio do Salto drena &reas de carste com cavernas naturais, quedas d’agua e praias
fluviais (Bento et al., 2015). A agua desse rio tem temperatura entre 13 e 22°C, condutividade
entre 11,9 e 160uS/cm, € oligotréfica (ortofosfato entre 1,4 e 11,0 ug/L) e naturalmente &cida
(pH 4,2-5,5) (Canani et al., 2011). Ha especulacdes que a acidez desse rio ocorre em
consequéncia das caracteristicas geologicas da bacia de drenagem (Bento et al., 2015; Dias et
al., 2003). A maior parte dos solos da bacia de drenagem do Rio do Salto é pobre em ferro, com
concentracOes entre 0,04 e 4,47%, com predominancia de fases amorfas e ligadas a matéria
orgénica em relagéo a fragdo cristalina Fe>O3 e/ou FeOOH (Dias et al., 2003).
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Figura 6 — Local de Coleta no Rio do Salto. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por Carolina Neumann
Keim). B. Imagem Satélite do ponto de coleta no Parque Estadual de Ibitipoca, proximo ao distrito de Conceicéo
do Ibitipoca, municipio de Lima Duarte (MG). Barra de escala: 3.000m (Imagem obtida do Google Earth).

4.1.3 Rio Tubaréo, SC

A bacia hidrografica do Rio Tubardo, SC intercepta parte da Bacia Carbonifera Sul
Catarinense, e por isso recebe drenagem de minas de carvao, minério rico em pirita (FeS>),
incluindo drenado acido de mina (Brandelero et al., 2016). Outras atividades econdmicas que
refletem na qualidade da agua desta bacia hidrdgrafica sdo: agricultura, com o cultivo de

lavouras temporarias e permanentes; pecuaria; aquicultura; entre outros.

Em 2007, o pH da agua do Rio Tubardo variou entre 3,0 e 7,5; a temperatura entre 15 e
24°C; e 0 oxigénio dissolvido entre 17,5 e 25 mg.L™. As concentracdes de Fe(dissolvido) na
agua chegaram a 90 mg.L?, as de Al(dissolvido) atingiram 40 mg.L™, tanto as de Mn(total)
quanto a de Mn(dissolvido) em determinado ponto do rio ultrapassou 3 mg.L™, e as de Zn(total)
a 0,8 mg.L ™. Nos sedimentos, o Fe chegou a 6% e o0 Al a 8% (Castilhos et al., 2010).

No presente trabalho, as amostras foram colhidas num ponto no municipio de Capivari
de Baixo (SC), a jusante da area urbana da maior parte das cidades de Tubardo (SC) e Capivari
de Baixo (SC). Tubardo tem populacdo estimada em 110.088 pessoas (IBGE 2022). Cerca de
45,46% de seu esgoto manejado de forma adequada, por meio de sistemas centralizados de
coleta e tratamento ou de solugdes individuais. Do restante, 46,86% ¢é coletado mas nao é
tratado, e 7,68% n&o € coletado, nem tratado (ANA 2013). Capivari de Baixo tem populacéo
estimada em 23.975 pessoas (IBGE 2022), e tem 66,6% de seu esgoto manejado de forma
adequada, por meio de sistemas centralizados de coleta e tratamento ou de solucdes individuais.
Do restante, 31,14% ¢ coletado mas ndo é tratado e 2,26% ndo é coletado, nem tratado (ANA
2013).
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Figura 7 — Local de Coleta no Rio Tubardo. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por Carolina Neumann
Keim). B. Imagem Satélite do ponto de coleta situado entre as cidades de Tubardo e Capivari de Baixo (SC). Barra
de escala: 3.000m (Imagem obtida do Google Earth).

4.1.4 Rio Itambacuri, MG
O Rio Itambacuri nasce no municipio de Itambacuri, MG, e desdgua no Rio Suagui

Grande, no municipio de Jampruca (MG). Faz parte da Bacia do Rio Doce.

O Rio Itambacuri é periodicamente analisado pelo IGAM gque avalia qualidades fisico-
quimicas e hidrobioldgicas. O Rio Itambacuri é impactado por atividades agropecuarias de seu
entorno. Abastece a cidade de Itambacuri, sendo a maior parte das suas dguas destinadas ao
abastecimento, principalmente na estacdo seca. De acordo com os dados mais atuais, a cidade
de Itambacuri possui 21.024 habitantes (IBGE 2022), mas parte da popula¢do ndo mora na area

urbana, e, portanto, ndo tem impacto na agua do rio.

Figura 8 — Local de Coleta no Rio Itambacuri. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por Carolina Neumann
Keim). B. Imagem Satélite do ponto de coleta na cidade de Itambacuri (MG). Barra de escala: 1.000m (Imagem
obtida do Google Earth).
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415 RioDoce, MG

A bacia hidrogréfica do Rio Doce drena a porgdo leste do Quadrilatero Ferrifero, onde
localizam-se as principais nascentes do Rio Doce. O Quadrilatero Ferrifero € uma regiao rica
em minério de ferro e também de manganés e ouro. Em novembro de 2015 houve o rompimento
da Barragem do Funddo, localizada em Mariana, MG, atingindo o Rio Doce. Esse
acontecimento é considerado um dos maiores desastres ambientais do pais. Além de vidas
perdidas e construgdes destruidas, o evento provocou danos econdmicos, sociais e ambientais
gravissimos. A ruptura da barragem levou ao extravasamento de rejeito de minério de ferro
composto principalmente de éxidos de ferro (hematita a-Fe2Os3; goetita a.-FeOOH; e magnetita
FeO-Fe203), quartzo (SiO), caulinita (Al2Si2Os(OH)4), biotita (K(Mg,Fe)sAlSizO10(0OH)2),
gibsita (AI(OH)s3) e ilita (Ko,.esAl2[Alo.s5Siz35010](OH)2), além de eteraminas utilizadas no
processamento do minério (Queiroz et al., 2018; Santos et al., 2019; Valeriano et al., 2019). A
lama percorreu mais de 600km de rios chegando & foz no Oceano Atlantico, levando a morte
animais e macrofitas aquéticas, impedindo o abastecimento publico, atividades industriais e

agropecuarias (Carmo et al., 2017).

O Rio Doce também é impactado pelo lancamento de esgotos ndo tratados: contando
somente 0s habitantes que contam com coleta de esgotos em areas urbanas com mais de 50 mil
habitantes na Bacia do Rio Doce (ANA, 2015. Encarte Especial sobre a Bacia do Rio Doce:
Rompimento da Barragem em Mariana/MG), temos que o0 esgoto de mais de um milh&o de
pessoas é langado in natura no Rio Doce e afluentes. A maior cidade do Vale do Rio Doce,
Governador Valadares, com cerca de 257.000 habitantes, possui 0,73% de seu esgoto manejado
de forma adequada, por meio de solug¢des individuais. Do restante, 95,37% é coletado mas nédo
é tratado e 3,9% ndo é coletado nem tratado (ANA 2013).

Figura 9 — Local de Coleta no Rio Doce. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por Carolina Neumann Keim).
B. Imagem Satélite do ponto de coleta em Governador Valadares, MG. Barra de escala: 3.000m (Imagem obtida
do Google Earth).
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4.1.6 Codrrego Cachoeira Grande, RJ

O Codrrego Cachoeira Grande € cercado da vegetacdo de mata atlantica e possui rica
biodiversidade tanta da fauna quanto da flora. E utilizado como fonte de agua para
abastecimento publico da vila de Trindade (Paraty, RJ). Justamente por ser um corpo d’agua
pequeno quando comparado aos outros do estudo e estar numa unidade de conservacao,
buscamos observa-lo como um ambiente controle. O cérrego em questdo é pouco impactado
por atividades antropicas, pois fica localizado dentro do Parque Nacional da Serra da Bocaina,

municipio de Paraty (RJ).

Figura 10 — Local de Coleta no Cérrego Cachoeira Grande. A. Foto do local de coleta (Imagem cedida por
Carolina Neumann Keim). B. Imagem de satélite do ponto de coleta proximo a vila de Trindade, Paraty (RJ). Barra
de escala: 800m (Imagem obtida do Google Earth).

4.2 Coleta de amostras

Amostras de agua e sedimentos de fundo foram coletados em seis rios: Rio Pratinha,
Palmeiras, BA (GPS -12.353229, -41.541081) em 20-07-2023; Rio do Salto, Parque Estadual
do Ibitipoca, Lima Duarte, MG (GPS -21.709472, -43.893808) em 19-06-2022; Rio Tubaréo,
Capivari de Baixo, SC (GPS -28.461318, -48.978562), em 20-01-2022; Rio Itambacuri,
Itambacuri, MG (GPS -18.027309, -41.667482), em 28-02-2022; Rio Doce, MG (GPS -
18.915528, -41.995869), em 30-07-2023; e Corrego Cachoeira Grande, RJ (GPS -23.351280, -
44.727795), em 07-04-2023.

A localizagdo dos pontos de coleta est4 indicada nas imagens de satélite (Figuras 5-11).
Todas as amostras de sedimentos foram coletadas com frascos de plastico de 0,5 a 1 kg, e as de
agua foram coletadas com garrafas plasticas de 1,5L e conservadas em temperatura ambiente
até a chegada no Laboratorio de Geomicrobiologia, UFRJ. Amostras adicionais de agua foram

filtradas logo apos a coleta em filtro de 0,45mm, sendo imediatamente acidificadas em HCI na
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concentracdo final de 1mol/L e mantidas em tubos plasticos de 50 mL. Durante a coleta foi
verificada a temperatura da agua. No laboratorio, foi medido o pH da agua, e posteriormente

foi iniciada a construcdo dos microcosmos.

Ria Pratinha

&)
BAMA

Rio ltambacun
MINAS GERAIS —
£)
Rio Doce

)
/)

Rio do Saito

A8

s RIC DE
Cormego Cahoeira Grande JANEIRC

A Rio Tubarao

®)

Figura 11 - Relacéo dos pontos de coleta dos seis rios no mapa do Brasil. (Imagem obtida do Google Earth)

4.3 Caracterizacao dos sedimentos
4.3.1 Peso seco x peso umido

Amostras de sedimentos umidos de cada rio (30 mL de sedimentos Umidos) foram
separadas em béqueres de vidro e pesadas. Eles foram mantidos na estufa a 53°C para que a
agua fosse evaporada por cerca de duas semanas. As amostras foram consideradas secas quando
apos pesagens regulares seu peso continuasse estavel. O peso foi anotado e as amostras
mantidas em frascos plasticos.

4.3.2 Microscopia oOtica

O seguinte protocolo foi seguido para a obtenc¢do das imagens dos sedimentos de cada
ambiente: secagem em estufa a 53°C até peso constante, homogeneizacao dos sedimentos para
evitar selecdo quanto ao tamanho dos graos e dispersdo dos sedimentos secos em lamina de
vidro. Com o auxilio de uma espatula, os sedimentos foram espalhados para evitar a0 maximo
a sobreposigédo dos gréos.
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Para caracterizar e medir o tamanho dos grdos no sedimento, foi usado um microscépio
estereoscopico Nikon AZ1000 equipado com uma camera Digital Sight DS-Ril (Nikon) para
obtencédo de imagens de reflexdo, e microscopio optico Axioplan (Zeiss) equipado com camera
Evolution MP 5.0 (Media Cybernetics) para a microscopia Otica de campo claro e de
polarizacdo. Baseado no protocolo proposto por Guilherme et al. (2015), foram utilizadas
imagens obtidas no microscopio estereoscopico para medicao de comprimento e largura dos
gréos de sedimentos utilizando o programa de dominio publico ImageJ. Foi calculado o fator
de forma (largura/comprimento) utilizando o software Microsoft Excel. Foram analisados 100
gréos de sedimentos dos rios Itambacuri e Pratinha; 96 do Rio do Salto; 95 do Rio Doce; e 90
do Cdrrego Cachoeira Grande. Néo foi possivel medir os grdos do Rio Tubardo utilizando este

método por causa do elevado grau de agregacao e tamanho reduzido dos gréos.
4.4 Construcdo de Microcosmos

Para avaliar a reducdo do ferro, foram construidos microcosmos com agua e sedimentos
de rio enriquecidos com diferentes fontes de carbono, em frascos estéreis, e incubados no escuro
a 25°C por até 35 dias.

4.4.1 Experimentos curtos

Foram construidos microcosmos com agua e sedimentos do rio correspondente, em
tubos de vidro de 9 mL com tampa de rosca. As fontes de carbono foram dissolvidas na dgua
do rio antes da construgdo dos microcosmos. Foram utilizados: acetato de sddio nas
concentracOes 6,8 e 34 g/L, extrato de levedura nas concentracdes 4 e 20 g/L, e glicose nas
concentracdes 3 e 15 g/L. Como controle vivo, ndo foi adicionado nenhuma fonte de carbono,
sO agua e sedimentos do rio. Ja o controle estéril foi montado com agua e sedimentos do rio e
enriquecido com glicose 15g/L, contudo, antes da montagem tanto os sedimentos quanto a dgua

enriquecida foram autoclavados. A Tabela 1 contém um resumo dos experimentos curtos.

A cada 7 dias, 6 tubos de cada tratamento foram separados, e 1,35 mL da fase liquida
de cada tubo foi acidificado com 0,15 mL de HCI 10 mol/L, resultando na concentracéo final
de HCI de 1 mol/L. O restante da fase liquida foi utilizado para medicdo do pH utilizando
pHmetro de bancada ou, no caso do Rio Tubardo, fita de pH 0-14 (Merck). Em seguida, os
microcosmos foram descartados. Para o tempo 0, foi considerada a concentracdo de Fe(ll)
medida na agua do rio.
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4.4.2 Experimentos longos

Para o experimento longo, foram construidos microcosmos em frascos de penicilina de
100 mL, em triplicata. Em cada microcosmo, foram utilizados cerca de 30 mL de sedimentos
Umidos e 70 mL de &gua do rio. Além do controle vivo, sem adicdo de matéria organica, foram
feitos microcosmos com acetato de sddio 34 g/L ou glicose 15 g/L, dissolvidos na agua. Nesse
experimento, os frascos foram mantidos por varios meses. De 14 em 14 dias, exceto CArrego
Cachoeira Grande (7 em 7 dias), foram retiradas aliquotas de 20 mL da fase liquida do frasco,
sendo 1,35 mL acidificado em 0,15 mL de HCI 10 Mol/L, e a outra parte utilizada para medir
0 pH em pHmetro de bancada. Logo apds a retirada, foram adicionados 20 mL de solugdo de
agua do rio mais a fonte de carbono do microcosmo em questdo, sendo que, nos controles vivos,
houve adi¢do somente da &gua do rio. A Tabela 2 sumariza os experimentos longos. Do mesmo
modo que nos experimentos curtos, para o tempo 0 foi utilizada a medida da concentragéo de

Fe(Il) da agua dos rios.



Tabela 1 — Desenho experimental dos experimentos curtos.
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Origem das amostras
de agua e sedimentos

Fonte de carbono
adicionada

Concentragéo (g/L)

Pré tratamento

Quantificacoes

Rio Pratinha, BA

Rio do Salto, MG

Rio Tubarao, SC

Rio Itambacuri, MG

Rio Doce, MG

Cérrego Cachoeira
Grande, RJ

Glicose
Nenhuma
Acetato de sddio
Acetato de sodio
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

Glicose
Nenhuma
Acetato de sddio
Acetato de sodio
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

Glicose
Nenhuma
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

Glicose
Nenhuma
Acetato de sodio
Acetato de sodio
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

Glicose
Nenhuma
Acetato de sodio
Acetato de sddio
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

Glicose
Nenhuma
Acetato de sodio
Acetato de sddio
Extrato de levedura
Extrato de levedura
Glicose
Glicose

15

6,8
34
4
20
3
15

15

6,8
34
4
20
3
15

15

6,8
34

20
15
15

6,8
34

20
15
15

6,8
34

20

15

autoclavacao

Fe(ll) e pH
medidos em 7,
14, 21, 28 e 35

dias.

Fe(ll) e pH
medidas em 7,
14, 21 e 28 dias.

Fe(ll) e pH
medidas em 7,
14, 21 e 28 dias.

Fe(ll) e pH
medidas em 7,
14, 21 e 28 dias.

Fe(ll) e pH
medidas em 7,
14, 21 e 28 dias.

Fe(ll) e pH
medidas em 7,
14, 21 e 28 dias.
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Tabela 2 — Desenho experimental dos experimentos longos.

Origem das amostras Fonte de carbono Sedimento Agua QuantificacBes
adicionada (g/L) amido  Seco(g) (ML)
Rio Pratinha, MG Nenhuma 30 mL Fe (I1) e pH,
. 5449 26,8 70 medidos de 14 em
Glicose 15 14 dias por 155 dias
Rio do Salto, MG Nenhuma Fe (1) e pH
Acetato de sodio 34 50¢ 39,9 80 medidos de 14 em
Glicose 15 14 dias por 178 dias
Rio Tubaréo, SC Nenhuma Fe (I1) e pH,
- medidos de 14 em
Acetato de sodio 34 14 dias por 35 dias
Extrato de levedura 20 1(3) mL 55 90 (extrato de
1319 levedura) ou 258
Glicose 15 dias (controle e
glicose)
Fe (11) e pH,
Rio Itambacuri, . medidos de 14 em
MG Glicose 15 ND ND ND' 14 dias durante 485
dias
Rio Doce, MG Nenhuma 30 mL 29,5 70 Fe (1) e pH,
. 48.4 medidos de 14 em
Glicose 15 9 14 dias por 155 dias
Cérrego Cachoeira Nenhuma
Grande, RJ 30 mL Fe (1) e pH,
Acetato de sodio 34 54,2 g 40,0 80 mg_dldos dgg de_m 7
Glicose 15 1as por 1as

ND, ndo determinado.

4.5 Quantificacdo de Fe(ll) por espectrofotometria, pelo método na Ferrozina

As aliquotas da fase liquida acidificadas dos microcosmos foram submetidas a um
protocolo de quantificacdo das concentracdes de Fe(ll) pelo método da Ferrozina, segundo

Viollier et al. (2000) e incorporando as modifica¢Ges introduzidas por Keim et al. (2021).
Foram preparadas as solucdes:

A. Ferrozina a 4,92 g/L e de acetato de amoénio 7,7 g/L em agua destilada.
B. Tampdo acetato de amdnio a 5 mol/L, pH ajustado com hidréxido de amonio para 9,0-

9,5, em agua destilada.

Utilizamos tubos de ensaio de vidro, onde adicionamos 200 pL. de solugdo de ferrozina
(solugdo A), 1 ml de amostra (aliquota acidificada em HCL 1 mol/L), 500 pL de tampao acetato

de amonio (solugcdo B), e por fim, 300 pL de dgua destilada para acertar o volume para 2 mL.

Para a construcdo da curva-padrao, as amostras foram substituidas por solugdes de FeSO4

nas concentracoes de 5, 10, 50, 100, 180 ¢ 200 umol/L em HCI 1 mol/L. O branco foi preparado
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substituindo a amostra por HCI 1 mol/L. O espectrofotdémetro foi calibrado utilizando agua
destilada como referéncia. As absorbancias dos padrdes e das amostras foram medidas a 562

nm.

4.6 Célculos, anélise estatistica e elaboracéo de gréaficos

Todos os céalculos foram conduzidos utilizando o software Excel (Microsoft). Foram
calculados a média, o desvio padrédo e aplicado o teste t de Student para a avaliacdo estatistica.

Todos os graficos foram feitos utilizando o software gratuito SciDaVis (SourceForge).
5 Resultados

5.1 Caracterizacao da agua e sedimentos dos rios estudados

A temperatura e o pH da agua dos rios estudados estdo dispostos na Tabela 3. No Rio
do Salto, o pH medido foi 5,1, fora do intervalo estabelecidos na norma vigente para aguas
superficiais, que é 6 a 9 (Resolucdo CONAMA 357, 2005). Nos outros rios, o pH encontra-se

dentro do intervalo (Tabela 3).

Tabela 3 - Temperatura e pH da 4gua de cada ambiente durante a coleta.

Ambiente Rio Pratinha, Rio do Rio Tubardo, Rio Itambacuri, Rio Doce,  Cdrrego Cachoeira
BA Salto, MG SC MG MG Grande, RJ
Temperatura 24°C ND 27°C ND 23°C 20-22°C
pH 7.3 51 6,5 7,7 7,6 8,0

ND, nao determinado

Ao microsclpio estereoscopico, os sedimentos mostraram-se bastante diversos entre si,
tanto em relacdo ao tamanho de gréo, quanto a cor, a morfologia, e a diversidade de minerais
(Figura 12). Nas figuras 13 e 14 observamos micrografias oOticas de campo claro e de

polarizacao.

A partir das imagens obtidas no microscépio estereoscépico, (figura 12), foi medido o
comprimento e largura dos graos de sedimentos de cada ambiente, exceto do Rio Tubardo. Estes
sedimentos apresentavam tanto grdos médios quanto muitos grdos pequenos, a maioria muito
inferior a 20pum, bastante aglomerados entre si.

Nas imagens presentes nas figuras 13-14 é possivel observar ndo somente as diferencas
relacionadas ao tamanho, mas também as relacionadas a diversidade de formas, angulacdo dos
gréos, e cores que oS minerais presentes nos sedimentos presentes podem apresentar. Por

exemplo, no Rio do Salto, os sedimentos s&o muito claros e de aspecto cristalino, o que sugere
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baixa concentracdo de ferro, ao contrario dos rios Doce e Itambacuri, com colora¢6es tendendo
ao marrom. Solos e sedimentos ricos em ferro apresentam grdos com cores amareladas,

avermelhadas ou amarronzadas, devido a presenca de ferrihidrita, goetita e/ou hematita.

»
e

s ' :::‘ L

Figura 12: Imagens dos sedimentos de cada ambiente, observado através de microscopio estereoscépico. A. Rio
Pratinha. B. Rio do Salto. C. Rio Tubardo. D. Rio Itambacuri. E. Rio Doce. F. Cérrego Cachoeira Grande.

Medidas de largura dos graos de sedimentos a partir das imagens obtidas em microscopio

estereoscopico foram utilizadas para classificar os sedimentos por tamanho segundo Friedman
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e Sanders (1978). No Rio do Salto, houve predominancia de areia grossa, enquanto no Corrego

Cachoeira Grande houve predominancia de areia grossa e média, e nos rios Pratinha, Doce e

Itambacuri houve predominancia de areia muito fina (Tabela 4).

Be S . . - ¥ . « ; [ . -

i RESRIPY “SNh — ; b %
Figura 13: Micrografias oticas dos sedimentos do Rio Pratinha (A-B), Rio do Salto (C-D), e Rio Tubardo (E-F).
(A, C, E) Microscopia de campo claro. (B, D, F) Microscopia de polarizag&o.

A Figura 15 mostra a distribuicdo da largura dos gréos de sedimentos dos rios estudados.
No Rio Pratinha, foram observados graos com 108 £ 49 m mm (média * desvio padrdo). O Rio
do Salto possui 0 maior tamanho médio, com 796 + 493 mm. No Rio Itambacuri, os graos

mediram em média 116 = 68 mm, enquanto no Rio Doce os grdos mediam 90 £ 49 mm, e no



23

Corrego Cachoeira Grande 491 + 251 mm. Nao foi possivel medir nimero suficiente de graos
de sedimentos do Rio Tubardo por conta do elevado grau de agregacao, mas certamente eram
0s menores dentre os ambientes estudados. A maioria dos sedimentos mostra uma distribuicao

de largura aproximadamente log-normal, com exce¢éo do Rio do Salto, que ndo mostrou uma

tendéncia clara (Figura 15).

- .
Figura 14: Micrografias 6ticas dos sedimentos (continuacéo). Rio Itambacuri (A-B), Rio Doce (C-D), e Corrego
Cachoeira Grande (E-F). (A, C, E) Microscopia de campo claro. (B, D, F) Microscopia de polarizacéo.

O fator de forma (largura/comprimento) € uma maneira de mostrar a esfericidade dos

objetos de forma numérica. A distribuicdo do fator de forma dos grdos de sedimentos esta
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ilustrada na Figura 16. Os valores médios obtidos para o fator de forma foram muito similares
em todos os rios: 0,75 + 0,16 para o Rio Pratinha (média * desvio padrao); 0,70 £ 0,15 para o
Rio do Salto; 0,71 £ 0,17 para o Rio Itambacuri; 0,75 + 0,17 para o Rio Doce; e 0,74 + 0,16
para o Corrego Cachoeira Grande.

Tabela 4 — Distribuicdo dos grdos de sedimentos de acordo com o tamanho. Baseado na
classificacdo de Friedman e Sanders (1978).

Classificacdo Porcentagem da distribuigdo do tamanho de grdos em cada rio
Tipo Espessura intervalo (mm) PR SAL ITA DC CCG
muito grossa >1000 0 26,0 0 0 4,4
grossa 999-500 0 40,6 0 0 37,8
Areia média 499-250 2,0 30,2 5,0 1,1 36,7
fina 249-125 21,0 2,1 30,0 18,8 11,1
muito fina 124-63 64,0 0 46,0 46,9 6,7
muito grosso 62-31 13,0 0 15,0 28,1 0
Silte grosso 30-16 0 0 4,0 4,2 0
médio 15-8 0 0 0 0 0
Total de gréos: 100 96 100 95 90
PR, Rio Pratinha; SAL, Rio do Salto; ITA, Rio Itambacuri; DC, Rio Doce; CCG, Cérrego Cachoeira Grande.
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Figura 15 — Largura dos grdos de sedimentos
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Figura 16 — Fator de forma dos grdos sedimentares

5.2 Quantificacdo de ferro ferroso dissolvido no experimento curto

As figuras 17 a 22 mostram a evolugdo das concentragdes de Fe(ll) ao longo do tempo
nos microcosmos do experimento curto. Os microcosmos contendo acetato de sodio, glicose e
0s controles vivos mostraram aumento nas concentragdes de Fe(11) ao longo do tempo, enquanto
0s microcosmos com extrato de levedura mostraram aumento seguido de estabilidade e se
mostraram mais variaveis. J& nos controles autoclavados, as concentracGes de Fe(ll)
permaneceram estaveis, o que sugere que houve mobilizacdo de pequenas quantidades de Fe(l1)
no processo de autoclavacdo e que essas quantidades foram mantidas durante todo o tempo de
incubagdo, mas essa mobilizacdo é notavelmente menor do que a reducdo biologica. O

comportamento diferenciado das concentracBes de Fe(ll) entre 0s microcosmos com
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microrganismos Vivos e estereis demonstra o papel dos microrganismos vivos na dissolucao
redutiva de Fe(ll).

Foi observado efeito dose-dependente nos microcosmos de glicose e extrato de
levedura, o que demostra a importdncia do substrato para a atividade metabolica dos
microrganismos redutores. No entanto, suspeita-se de toxicidade nos microcosmos de acetato
de sddio 34 g/L, uma vez que frequentemente 0s microrganismos apresentaram maior atividade
redutora nas concentragdes mais baixas.

Abordando de maneira mais especifica a reducéo de ferro em cada ambiente I6tico, nos
microcosmos do Rio Pratinha (figura 17), em todas 0s casos exceto Nnos microcosmos
suplementados com glicose, as concentracfes de Fe(ll) se mantiveram estaveis a partir de 7
dias mas com tendéncia de aumento. Nos microcosmos suplementados com glicose 3 g/L e 15
g/L, é possivel observar que as concentracdes de Fe(ll) continuam aumentando além dos 7 dias
(Figura 17). O teste t de Student mostrou diferengas significativas entre microcosmos controles
e experimentais para microcosmos com extrato de levedura e glicose, mas ndo nos microcosmos
com acetato (Tabela 5).

Nos microcosmos do Rio do Salto (figura 18), observamos que as concentragcfes de
Fe(ll) aumentaram até os 21 dias, e foram similares nos microcosmos controle vivo e com
adicéo de acetato. Nos microcosmos com extrato de levedura a 4g/L, as concentragdes de Fe(ll)
aumentaram com o tempo, porém naqueles com extrato de levedura a 20g/L, a concentracdo
méaxima de Fe(ll) ocorreu aos 7 dias, seguido por leve tendéncia de queda. Nos microcosmos
com glicose, as concentragfes de Fe(ll) aumentaram com o tempo, até os 28 dias. O teste t de
Student mostrou diferengas significativas entre o controle autoclavado e todos 0os microcosmos
com microrganismos vivos. Além disso, ndo apontou diferencas significativas entre o controle
Vivo e microcosmos com acetato, nem entre as duas concentragfes de extrato de levedura
(Tabela 5). Nos demais casos, as diferencas foram significativas, com destaque para 0s
microcosmos com glicose, com os menores valores de p. .

A figura 19 expde os graficos correspondentes aos microcosmos do Rio Tubardo, No
controle vivo, € notavel a tendéncia ao crescimento da concentracdo de Fe(ll) entre o primeiro
e o ultimo dia (Figura 19). Nos graficos de extrato de levedura, houve uma dispersdo muito
grande, especialmente naqueles com 20 g/L (Figura 19). O teste t indicou diferencas
significativas das concentragdes de Fe(ll) entre microcosmos com extrato de levedura 4 g/L e
0s controles, e entre microcosmos com extrato de levedura 20 g/L. e com glicose 15 g/L (Tabela

5). Ja nos microcosmos com glicose, a dispersao é menor e é possivel notar crescimento com o
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passar do tempo (Figura 19). Diferencas significativas foram observadas para 0s microcosmos
com glicose 15g/L. em todos os casos exceto extrato de leveduras 4 g/L, e também entre os dois

controles (Tabela 5).
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Figura 17 - ConcentracGes de Fe(ll) dissolvido durante o experimento curto nos microcosmos do Rio Pratinha.
Os boxes ilustram os percentis 25%, 50% e 75%, as barras ilustram os valores maximos e minimos, e o quadrado
mostra a média.
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Figura 18 - ConcentracGes de Fe(ll) dissolvido durante o experimento curto nos microcosmos do Rio do Salto.
Os boxes ilustram os percentis 25%, 50% e 75%, as barras ilustram os valores maximos e minimos, e o quadrado
mostra a média.
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mostra a média.

Nos microcosmos do Rio Itambacuri (figura 20), nota-se aumento das concentracdes de
Fe(I1) ao longo do tempo, com tendéncia de estabilidade ao final do experimento, com excegao
do controle autoclavado, que oscilou entre ~1 e 3 mg.L™%. As concentragdes de Fe(Il) em todos
0s experimentos com microrganismos vivos foram significativamente maiores que o controle
autoclavado, segundo o teste t (Tabela 5). A diferenca entre o controle vivo e acetato 34 g/L
n&o foi significativa, assim como entre extrato de levedura 4 g/L e glicose 3 g/L e entre extrato
de levedura 20 g/L e glicose 15 g/L. Todas as outras combinacfes mostraram diferencas

significativas.

A figura 21 ilustra os resultados dos microcosmos do Rio Doce. No controle vivo 0s

resultados mostraram tendéncia de estabilidade a partir de 7 dias. Nos microcosmos com extrato
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de levedura, observa-se uma grande dispersdo e tendéncia de estabilidade. No caso dos
microcosmos enriquecidos com glicose 15 g/L, o resultado tem pouca dispersao e € claro o
crescimento da concentracdo de Fe(ll). O teste t de Student mostrou diferencas significativas
para todas as combinagdes envolvendo glicose, e também entre os dois controles, e todas as
combinagbes entre microcosmos com acetato e controles (Tabela 5). Por conta da grande
dispersdo, as diferencas ndo foram significativas em nenhuma combinacéo envolvendo extrato
de levedura, e também entre as duas concentracdes de acetato. Nas outras combinacdes, as

diferengas foram significativas.

Para os microcosmos do Corrego Cachoeira Grande, é possivel ver a tendéncia ao
aumento na maioria dos gréficos, porém a dispersao foi grande, especialmente no controle vivo,
microcosmos com acetato ou com extrato de levedura (Figura 22). O teste t de Student indicou
diferencas significativas entre o controle autoclavado e todos os outros microcosmos (Tabela
5). As diferencgas ndo foram significativas apenas para o par acetato 6,8 g/L-controle vivo, as

duas concentracgdes de extrato de levedura, e as duas concentragcdes de glicose.

Na tabela 5, observa-se os valores de “p” no teste t de Student comparando microcosmos
com diferentes fontes de carbono. Em geral observa-se que as diferengas mais significativas
(menores valores de p) foram observadas para 0s microcosmos com glicose, em todas as
combinacGes. Na maioria dos casos, 0s controles autoclavados mostraram diferenca
significativa em relagéo a todos 0s microcosmos com microrganismos vivos. Frequentemente,

as diferencas entre as duas concentragcdes da mesma fonte de carbono ndo foram significativas.

Na figura 23 estéo dispostos os resultados da comparagéo de concentracao de Fe(ll) dos
microcosmos de todos os ambientes aos 28 dias de incubacdo. Dentre os controles autoclavados,
se destaca o Rio Tubardo, com 7,64 + 0,58 mg.L* de Fe(ll) solivel (Tabela 6). Essa
concentracdo mais elevada pode estar relacionada ao menor tamanho de grao dos sedimentos,
que ndo foi possivel medir devido ao tamanho reduzido. Em sua maioria, 0s controles vivos
mostraram concentracdes de Fe(ll) dissolvido baixas (até 5,86 + 0,85 mg.L ™), sendo as Unicas
excecOes 0s rios Tubardo e Itambacuri, que atingiram médias de 34,2 £ 7,7 € 20,6 £ 10,2 mg.L"
! de Fe(ll) dissolvido, respectivamente (Figura 23, Tabela 6). Tais valores foram similares ou
superiores aos observados nos microcosmos contendo extrato de levedura do Rio Pratinha, Rio
do Salto e Cdrrego Cachoeira Grande, e nos microcosmos adicionados de glicose do Rio

Pratinha e Rio do Salto. Isso sugere uma maior concentracao de matéria organica biodegradavel
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nestes rios, visto que houve reducdo de ferro considerdvel sem a adicdo de substancias

organicas.
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Figura 20 - ConcentracGes de Fe(ll) dissolvido durante o experimento curto nos microcosmos do Rio Itambacuri.
Os boxes ilustram os percentis 25%, 50% e 75%, as barras ilustram os valores maximos e minimos, e o quadrado

mostra a média.
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Figura 21 - Concentragdes de Fe(ll) dissolvido durante o experimento curto nos microcosmos do Rio Doce. Os
boxes ilustram os percentis 25%, 50% e 75%, as barras ilustram os valores maximos e minimos, e o quadrado
mostra a média.
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Quanto aos microcosmos com acetato, as maiores concentragdes de Fe(ll) foram
observadas nos microcosmos dos rios Itambacuri e Doce, com valores de 53,2 + 14,9 mg.L e
29,3 + 8,7 mg.L? (Rio Itambacuri, acetato de Na 6,8 g/L e 34 g/L, respectivamente) e 54,1 +
51 mg.Lte 23,5+ 1,8 mg.L? (Rio Doce, acetato de Na 6,8 g/L e 34 g/L, respectivamente)
(Figura 23, Tabela 6). J& nos microcosmos com extrato de levedura, os rios Tubardo e
Itambacuri se destacaram com as maiores concentragdes, de 472 +302 mg.L e 219 +117 mg.L
! (Rio Tubardo, extrato de levedura 4 g/L e 20 g/L, respectivamente) e de 342 + 134 mg.L? e
970 + 218 mg.L* (Rio Itambacuri, extrato de levedura 4 g/L e 20 g/L, respectivamente).

Nos gréficos da figura 23 que expde os microcosmos adicionados de glicose, 0s rios
Tubardo, Itambacuri e Doce apresentam as concentracdes mais altas de Fe(l1). As concentragdes
de Fe(lIl) foram equivalentes nestes 3 rios, para cada concentracdo de glicose. Para glicose 15
g/L, as médias observadas foram, respectivamente, 897 + 104 mg.L!, 1108 + 271 mg.L?, e
1069 + 57 mg.L™.
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Tabela 5 — Valores de P obtidos pelo teste t de Student a partir da comparacdo dos dados de
concentracdo de Fe(ll) obtidos nos microcosmos experimentais adicionados de diferentes
substratos organicos aos 28 dias de incubago.

Ambiente Substrato CTAT CTVV AC68 AC34 EL 4 EL20 GLI3 GLI15
PR CTAT 1 0,412 0,093 0,169 <0,0001 0,004 <0,0001 <0,0001
CTVvvVv 0,412 1 0,118 0,232 <0,0001 0,004 <0,0001 <0,0001
AC6,8 0,093 0,118 1 0,513 0,005 0,006 <0,0001 <0,0001
AC 34 0,169 0,232 0,513 1 0,0003 0,005 <0,0001 <0,0001
EL 4 <0,0001 <0,0001 0,005 0,0003 1 0,066 <0,0001 <0,0001
EL 20 0,004 0,004 0,006 0,005 0,066 1 0,291 <0,0001
GLI 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,291 1 <0,0001
GLI 15 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
SAL CTAT 1 0,011 0,016 0,006 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001
CTvVv 0,011 1 0,915 0,935 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001
AC6,8 0,016 0,915 1 0,971 <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001
AC 34 0,006 0,935 0,971 1 <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001
EL 4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1 0,319 0,002 <0,0001
EL 20 0,0002 0,0002 0,0003 0,0003 0,319 1 0,0008 <0,0001
GLI 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,002 0,0008 1 0,0002
GLI 15 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 1
TUB CTAT 1 0,0005 - - 0,032 0,135 0,002 <0,0001
CTvVv 0,0005 1 - - 0,044 0,184 0,004 <0,0001
EL4 0,032 0,044 - - 1 0,483 0,384 0,013
EL 20 0,135 0,184 - - 0,483 1 0,801 0,005
GLI 3 0,002 0,004 - - 0,384 0,801 1 <0,0001
GLI 15 <0,0001 <0,0001 - - 0,013 0,005 <0,0001 1
ITA CTAT 1 0,006  0,0003 0,001 0,002 0,017 <0,0001 0,00017
CTvVv 0,006 1 0,002 0,146 0,002 0,017 <0,0001 0,00018
AC6,8 0,0003 0,002 1 0,009 0,003 0,018 <0,0001 0,0002
AC 34 0,001 0,146 0,009 1 0,002 0,017 <0,0001 0,00019
EL 4 0,002 0,002 0,003 0,002 1 0,023 0,631  0,0003
EL 20 0,017 0,017 0,018 0,017 0,023 1 0,034 0,450
GLI 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,631 0,034 1 0,0007
GLI 15 0,00017 0,00018 0,0002 0,00019 0,0003 0,450 0,0007 1
DC CTAT 1 0,022 0,016 0,0005 0,056 0,052 <0,0001 <0,0001
CTvVv 0,022 1 0,021  0,0006 0,079 0,063 <0,0001 <0,0001
AC 6,8 0,016 0,021 1 0,096 0,369 0,843 <0,0001 <0,0001
AC 34 0,0005 0,0006 0,096 1 0,451 0,180 <0,0001 <0,0001
EL 4 0,056 0,079 0,369 0,451 1 0,385 <0,0001 <0,0001
EL 20 0,052 0,063 0,843 0,180 0,385 1 <0,0001 <0,0001
GLI 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1 <0,0001
GLI 15 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
CCG CTAT 1 0,006 <0,0001 0,004 0,003 0,015 <0,0001 0,0013
CTVvwVv 0,006 1 0,737 0,038 0,006 0,030 <0,0001 0,0015
AC6,8 <0,0001 0,737 1 0,0001 0,008 0,033 <0,0001 0,0015
AC 34 0,004 0,038  0,0001 1 0,004 0,019 <0,0001 0,0013
EL 4 0,003 0,006 0,008 0,004 1 0,745 <0,0001 0,002
EL 20 0,015 0,030 0,033 0,019 0,745 1 <0,0001 0,002
GLI 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1 0,104
GLI 15 0,0013 0,0015 0,0015 0,0013 0,002 0,002 0,104 1

PR: Rio Pratinha; SAL: Rio do Salto; ITA: Rio Itambacuri; DC: Rio Doce; CCG: Corrego Cachoeira Grande

CTAT: controle autoclavado; CTVV: controle vivo; AC 6,8: acetato de s6dio 6,8 g/L; AC 34: acetato de sédio 34 g/L;
EL 4: extrato de levedura 4 g/L; EL 20: extrato de levedura 20 g/L; GLI 3: glicose 3 g/L; GLI 15: Glicose 15 g/L.
Valores significativamente distinto ao nivel de confianga de 95% s&o indicados em negrito.
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Tabela 6 — Média e desvio padrdo da concentracdo de Fe(ll) nos microcosmos aos 28 dias de

incubacao
PR SAL TUB ITA DC CCG

M DP M DP M DP M DP M DP M DP
CTAT 126 037 037 006 764 058 18 042 069 015 025 0,08
CTVV 1,39 040 586 085 3424 768 2060 1019 453 283 563 285
AC68 280 1,10 574 240 - - 53,19 14,85 5407 514 239 3,76
AC34 217 074 405 121 - - 2026 874 2349 1,76 241 1,06
EL4 6,20 1,30 11,79 1,47 472,00 301,86 341,75 133,84 3495 6954 26,27 11,57
EL20 10,39 0,74 12,53 2,89 219,25 117,49 970,46 21849 59,71 71,75 29,38 19,50
GLI3 12,59 3,09 19,47 3,06 289,97 1057 313,48 21,70 377,45 29,81 126,33 23,72
GLI15 4091 0,25 2093 1,40 896,59 104,02 1107,97 271,42 1068,67 57,19 182,85 68,72

M: Média de Fe (Il) dissolvido
DP: Desvio Padréo

5.3 Relagao Fe(ll) dissolvido e pH no experimento curto

O pH dos microcosmos mudou ao longo do experimento curto (Tabela 7). Nas

correlagdes entre pH e Fe(ll) dissolvido, € notavel o agrupamento das amostras de cada fonte

de carbono em determinadas faixas de pH e concentracdo de Fe(ll), independentemente do

ambiente (Figura 24). Nos microcosmos com glicose, o pH acido indica fermentacéo (3,5-6,5),

enquanto 0s controles e 0s microcosmos com acetato permaneceram neutros ou levemente

alcalinos (6,4-8,1), e 0s microcosmos com extrato de leveduras se mostram mais variaveis, com

5,9-7,9 (Figura 24, Tabela 7). Embora o pH seja por vezes similar, as concentragdes de Fe(ll)

dissolvido sdo sempre maiores nos microcosmos com extrato de levedura do que nos controles

e microcosmos com acetato, sendo em geral similares nos controles e microcosmos com

acetato. Além disso, ha uma tendéncia de maiores concentracdes de Fe(Il) nos menores valores

de pH, correspondendo aos microcosmos com glicose.

Tabela 7 — Média dos valores de pH dos microcosmos aos 28 dias de incubacéo*

PR SAL TUB DC CCG

Agua do rio 7.3 51 6,5 7.6 8,0
CTAT 7,4 53 6,0 6,5 6,1
CTvv 7.4 6,4 6,0 7,0 6,6
AC6,8 7,6 6,6 - 7,9 6,8
AC 34 7,9 7,0 - 7,3 7,1
EL 4 7,0 6,0 6,5 7,5 6,8
EL 20 6,6 6,6 7,0 7,0 6,7
GLI 3 6,2 41 55 5,8 4,6
GLI 15 5,9 3,7 4,0 5,2 4,3

*N&o houve a medi¢do de pH durante o experimento curto do Rio Itambacuri
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Figura 24 - Correlagdo entre Fe(ll) dissolvido e pH. A concentracdo de Fe(ll) dissolvido estd em escala
logaritmica.

5.4 Quantificacdo de ferro ferroso e pH no experimento longo

As figuras 25 a 30 mostram a evolucdo das concentrac@es de Fe(ll) soluvel ao longo do
tempo. Como esperado, nos microcosmos do experimento longo suplementados com glicose,
0s pHs se tornaram rapidamente acidos e as concentragdes de Fe(Il) foram muito superiores aos
controles vivos (Figuras 25-27, 29, 30). As maiores concentragdes de Fe(ll) foram observadas
nos microcosmos dos rios Tubardo, Itambacuri e Doce (Figuras 25-30, Tabela 8). A morfologia
das curvas de concentracédo de Fe(ll) e pH obtidas no experimento longo sdo bastante similares

em todos os rios, porém os valores variam bastante com o ambiente (Figuras 25-30).

Na maioria dos casos, houve um aumento seguido de queda gradual nas concentragdes
de Fe(Il) nos microcosmos com glicose, 0 que poderia indicar inicio da deplecdo do Fe(lll)
prontamente redutivel por microrganismos dos sedimentos (Figuras 25-29). O inicio da queda

nas concentracfes de Fe(ll) ocorreu entre 4 e 6 semanas nos rios Pratinha, Salto, Tubardo e
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Doce (Figuras 25-27, 29), porém no Rio Itambacuri, ocorreu apds 14 semanas (Figura 28),
enquanto no Cérrego Cachoeira Grande nédo foi observada nas 10 semanas de experimento
(Figura 30). A manutencéo das concentracdes de Fe(Il) nos microcosmos do Corrego Cachoeira
Grande possivelmente ocorreu devido ao tempo mais curto do experimento (140 dias) em
relacdo aos outros rios (155-485 dias).

Ao observar a curva de Fe(ll) e a do pH de todos 0s rios, nota-se que as concentracoes

de pH se mantém na mesma faixa, mesmo com o declinio da curva de ferro ferroso.
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Figura 25 — Experimento longo do Rio Pratinha. a. Concentracdo de Fe(ll) na fase liquida dos microcosmos. b.
Valores de pH da fase liquida.
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Figura 26 — Experimento longo do Rio do Salto. a. Concentracdo de Fe(ll) na fase liquida dos microcosmos. b.
Valores de pH da fase liquida.
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Figura 27 - Experimento longo do Rio Tubardo. a. Concentracao de Fe(ll) na fase liquida dos microcosmos. b.
Valores de pH da fase liquida.
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Figura 28 - Concentracdo de Fe(ll) na fase liquida dos microcosmos do Rio Itambacuri no experimento longo

RIODOCE RIO DOCE

35007 a = CONTROLE A 8 b

Bl S . + CONTROLE B .

3'0005 =l . - CONTROLE C % b . WA SR i e
- 2.5004 ) N = GLICOSE A i R ot e e RO
= ] / = GLICOSE B 6 \ . ST
ga003 v | moucosec | o \

Sis0y . R
P 1 . ==,
L0004 » i
500-::; ;’J 4 e o
QI .'If e — Y —— e . s & oy 3
0 20 40 60 g0 100 120 140 0 20 40 60 80 1600 1207 T 140
TEMPO EM DIAS TEMPO EM DIAS

Figura 29 - Experimento longo do Rio Doce. a. Concentracéo de Fe(l1) na fase liquida dos microcosmos. b. Valores
de pH da fase liquida.
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Figura 30 — Experimento longo do Corrego Cachoeira Grande. a. Concentragdo de Fe(ll) na fase liquida dos
microcosmos. b. Valores de pH da fase liquida.

Tabela 8 - Valores de concentracdo de Fe(ll), pH e nimero de dias de incubacdo dos
microcosmos de glicose 15 g/L. com maiores concentracdes de Fe(Il) dissolvido no experimento

longo.
Ambiente PR SAL TUB ITA DC CCG
Dias de incubacéo 45 27 41 56 45 7
Fe (1) dissolvido 85,3 20,9 613 3768 3106 96,2
(mg.L™)
pH 5,9 36 3.9 : 48 8

*N&o houve medicéo de pH para o Rio Itambacuri.
PR, Rio Pratinha; SAL, Rio do Salto; ITA, Rio Itambacuri; DC, Rio Doce; CCG, Cérrego Cachoeira Grande

Nos microcosmos com acetato, as concentragfes de Fe(ll) se mantiveram muito
proximos as dos controles vivos e apresentavam pH mais alcalino (Figuras 25-27, 29, 30).

Houve aumento consideravel nas concentracfes de Fe(ll) dos microcosmos do Rio Tubardo



41

com extrato de levedura, atingindo valores proximos aos observados nos microcosmos com
glicose (Figura 27). Porém, o experimento foi descontinuado por causa da formacao de sulfeto
ferroso em excesso. A tabela 9 expde a quantidade aproximada de Fe(ll) removido dos
sedimentos dos microcosmos do experimento longo. Como esperado, nos controles vivos de
todos os rios os valores sao muito menores quando comparados aos de microcosmos com
glicose. Outro padrdo observado nos resultados foram as quantidades de Fe(ll) removido dos
microcosmos com acetato de sédio, que foram maiores que as do controle vivo, mas ainda assim

muito inferiores as dos microcosmos com glicose.

Os microrganismos conseguiram extrair mais Fe(ll) dos sedimentos dos microcosmos
de glicose 15 g/L nos rios Itambacuri, Doce e Tubardo, onde a média e o desvio padrdo
correspondem, em ordem, a 830 + 81,3 mg; 358 = 24,9 mg; e 78,3 £ 14,1 mg (Tabela 9). No
caso do Rio Doce, a quantidade de Fe removida dos microcosmos foi da ordem de 1% do peso
seco dos sedimentos adicionados a cada microcosmo. Nos rios Pratinha, do Salto e no Corrego
Cachoeira Grande foram extraidos, em média: 13,94 + 0,31 mg; 2,71 + 0,33 mg; e 17,86 £ 0,23
mg (Tabela 9).

Tabela 9 — Fe(ll) retirado dos microcosmos no experimento longo

Ri . Sedimentos Fe(ll) * Dias de
io Microcosmo . . N N
(peso seco)  removido/frasco  incubacédo
. . Controle vivo 0,17 £ 0,03 mg
Rio Pratinha, MG Glicose 15g/L 26,89 13,9+ 0.31 mg 155 54
Controle vivo 0,04 + 0,01 mg
Rio do Salto, MG Acetato 34g/L 3999 0,07 £ 0,01 mg 178 42
Glicose 15g/L 2,71£0,33 mg
Controle vivo 0,04 £ 0,03 mg 204 51
. . Acetato 34g/L 2,51+ 1,20 mg 48
Rio Tubardo, SC Extrato de levedura 20g/L 559 11,9+ 5,86 mg 84** 12**
Glicose 15¢/L 78,3+ 14,1 mg 54
Rio Itambacuri, MG Glicose 15¢/L - 830+ 81,3 mg 485 69
. Controle vivo 3,03+4,75mg
Rio Doce, MG Glicose 15g/L 2959 358 + 24,9 mg 142 54
Cérreao Cachoeira Controle vivo 0,86 + 0,60 mg
g Acetato 34g/L 40,0 g 1,67 £0,36 mg 153 36

Grande, RJ Glicose 15g/L 17,9 0,23 mg

*(média + desvio padrdo).**N&o foi possivel dar continuidade ao experimento.
Os numeros de “N” se referem ao nimero de amostras onde foi medida a concentragdo de Fe(ll), que corresponde
ao nimero de trocas de cada microcosmos multiplicado por 3.
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6 Discussao

6.1 Caracteristicas dos sedimentos dos rios

Grédos menores sao mais faceis de serem dissolvidos do que graos maiores em consequéncia
da maior relacdo superficie/volume (Ruby et al., 1999). Portanto, o Fe(lll) dos minerais, pode
estar mais biodisponivel para microrganismos redutores de ferro em sedimentos com tamanho
de grdo menor.

O fator de forma ou esfericidade é essencial para entender a dinamica dos sistemas fluviais,
pois indica o alongamento ou arredondamento dos grdos sedimentares. Um grdo que tende a
ser esférico em geral estd desgastado, provavelmente ¢ mais antigo e/ou ja foi transportado
intensamente pelo curso d’agua, 0 que intensifica a abrasdo. Em contraponto, o mais alongado
estd em ambientes de deposi¢cdo com baixa energia, com movimentos de &gua menos intensos.

A microscopia 6tica de campo claro e polarizacdo se complementam, pois destacam a
coloragéo e a birrefringéncia dos minerais, respectivamente. Por exemplo, o quartzo pode ser
identificado pela transparéncia na microscopia de campo claro em conjunto com a intensidade
e as cores de interferéncia na microscopia de polarizacdo, como observado nas figuras 13c-d e
14e-f que retratam o Rio do Salto e Corrego Cachoeira Grande. Nessas figuras, ha
predominancia de quartzo. Isso se da pelas particularidades geoldgicas e outras caracteristicas
ambientais de cada rio.

Na microscopia de polarizacdo dos sedimentos do Rio Pratinha, (13a-b) foi visto
abundancia de outro mineral birrefringente (seta laranja). A intensidade e coloracdo da
birrefringéncia, além das observacbes feitas na lupa, sugerem presenca significativa de
carbonatos, incluindo alguns bioclastos.

De acordo com a base de dados do Servi¢co Geologico do Brasil (GeoSGB) e a carta
geoldgica da folha de cada regido, os litétipos e as principais caracteristicas geoldgicas nas
proximidades do ponto de coleta, que de maneira geral envolvem o Rio Pratinha, BA, as
principais caracteristicas geoldgicas incluem arenito, pelito, quartzarenitos que variam de muito

finos a médios, e conglomerados de coloragdo avermelhada.

Para o Rio do Salto, MG os litotipos predominantes incluem biotitas-gnaisse, diferentes

tipos de quartzito e quartzo-mica-xisto, segundo 0 mesmo servico.

No que se refere ao Rio Tubardo, SC, as caracteristicas geoldgicas sdo: areias finas, siltico-

argilosas em cores claras, além de concrecdes carbonaticas e ferruginosas.
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Quanto ao Rio Itambacuri, MG incluem gnaisses, marmore, Xxisto, cascalho, bem como

sedimentos finos e médios em diversas tonalidades, além de restos de matéria organica.

Em relacdo ao Rio Doce, MG, as caracteristicas geoldgicas proximas ao ponto de coleta sdo
representadas por granodiorito gnaissico, areia e argila, além de sedimentos areno-argilosos
aluvionares inconsolidados, tanto finos quanto médios, que apresentam coloracdes variadas e
restos de matéria organica. Vale ressaltar que esse rio foi prejudicado pelo desastre ambiental
do rompimento da barragem do Fund&o que levou a libera¢do da lama com rejeito de minério
de ferro, logo as caracteristicas geologicas foram alteradas, sendo adicionados eteraminas e
grandes quantidades de ¢xidos de ferro (hematita a-Fe2Os; goetita a-FeOOH; e magnetita
FeO-Fe203), quartzo (SiO2), caulinita (Al2Si2Os(OH)4), biotita (K(Mg,Fe)sAlSizO10(0OH)2),
gibsita (AI(OH)s) e ilita (Ko,e5Al2[Alo.esSiz35010](OH)2) (Queiroz et al., 2018; Santos et al.,
2019; Valeriano et al., 2019).

Por fim, nas proximidades do Cdrrego Cachoeira Grande, RJ, os litétipos e as caracteristicas
geoldgicas sdo compostos por areia e silte argilosos ricos em matéria organica, além de lama
arenosa e carbonosa, que contém restos de material organico vegetal, biotita, quartzo,

feldspatos, titanita e alanita.

As informacGes acima sdo generalistas e caracterizam cada regido, ainda assim, € capaz de
explicar a maioria dos sedimentos encontrados nos pontos de coleta e expostos nas

microscopias apresentadas nas figuras 12, 13 e 14.

6.2 Reducéo do Fe(lll) por microrganismos autdctones em microcosmos — experimento

curto

Em todos os casos, as maiores concentracdes de ferro reduzido foram encontradas nos
microcosmos adicionados de glicose, principalmente na concentracdo 15g/L (Figuras 17-22,
Tabela 6). ConcentracGes de Fe(ll) bem maiores que nos controles também foram observadas
nos microcosmos adicionados de extrato de levedura, principalmente na concentragdo 20 g/L,
ao contrério dos que foram suplementados com acetato de sodio, em geral similares aos
controles vivos. A similaridade com os controles poderia indicar que o acetato nao foi utilizado
como doador de elétrons para a reducdo do ferro. Em particular, os microcosmos com acetato
de sodio 6,8 g/L de todos os ambientes estudados muitas vezes apresentam valores iguais ou
superiores aos microcosmos com acetato de sodio 34 g/L, o que pode indicar toxicidade do
sodio aos microrganismos ferro-redutores. Outra possibilidade seria que o pH mais alto levaria

a precipitacdo de minerais de Fe(ll) como a magnetita (Bell et al., 1987). Por outro lado, nos
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microcosmos adicionados de glicose ou extrato de levedura, em geral as maiores concentragoes
de Fe(ll) foram observadas nos microcosmos com as maiores concentracfes da fonte de
carbono.

A fonte de carbono tem um impacto significativo na atividade de reducdo do Fe(lll) e na
composicdo da comunidade microbiana, pois determinados substratos podem favorecer a
proliferacdo de microrganismos que fazem a reducéo dissimilatéria de ferro ou que acoplam a
fermentacdo a reducdo de ferro (Lentini et al., 2012; Kwon et al., 2016).

As diferencas observadas entre os controles vivos e 0s autoclavados demonstra o papel dos
microrganismos vivos. Quando a agua e os sedimentos foram autoclavados, 0s microrganismos
capazes de fazer a reducéo do ferro passaram por um processo drastico, deixando de ser ativos
e, por isso, ndo houve aumento significativo do Fe(ll) ao longo do tempo, mesmo que nos
microcosmos de controle autoclavado tenha glicose 15 g/L adicionada. Em geral, ha ligeiro
aumento em relacdo ao tempo zero e estabilidade, o que sugere que a autoclavacdo reduz um
pouco de ferro. De fato, tem sido observado que a autoclavacao leva a liberacdo de pequenas
quantidades de Fe dos sedimentos (Otte et al., 2018; Chifflet et al., 2019). Além disso, houve
uma leve diminuicdo de pH, o que poderia ser explicada pela degradacdo de uma fracdo da
glicose no processo de autoclavacdo, gerando acidos organicos, conforme observado por
Musyanovych et al. (2000). Em contraponto, nos microcosmos de controle vivo de todos os
ambientes houve aumento na reducdo de ferro ao longo do tempo. O fato de que as
concentragdes de Fe(Il) nos microcosmos “controle vivo” sdo, em geral, inferiores aos demais
microcosmos com fontes de carbono adicionadas indica que o fator limitante para a reducdo do
ferro pelos microrganismos nativos é a matéria organica presente em cada ambiente.

O limite para Fe dissolvido em aguas superficiais e subterraneas no Brasil depende dos usos
pré-estabelecidos da &gua. Para aguas doces das classes especial, 1 ou 2, o limite de
Fe(dissolvido) é de 0,3 mg.L?, e para guas de classe 3, ¢ de 5 mg.L? (Resolucio CONAMA
357, de 2005); e para aguas subterraneas, o limite para o Fe(total) é de 0,3 mg.L™ quando
destinadas ao consumo humano e a recreacdo, e 5 mg.L™? quando destinadas a irrigacéo
(Resolucdo CONAMA 396, de 2008). Considerando que a solubilidade do Fe(l11) é muito baixa
e que a maior parte do Fe(dissolvido) em ambientes aquaticos superficiais corresponde a Fe(ll)
(ex. Teramoto et al., 2021), pode-se equiparar as concentracOes de Fe(ll) e Fe(dissolvido) para
fins de comparagdo. As concentragdes médias de Fe(ll) nos microcosmos excederam o limite
de 5 mg.L em todos os microcosmos adicionados de extrato de levedura ou glicose de todos

0s rios estudados, além de ambos os controles no Rio Tubardo, do controle vivo do Rio
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Itambacuri e também do Corrego Cachoeira Grande. Quanto ao limite de 0,3 mg.L™, foi
ultrapassado em todos os casos, incluindo os microcosmos controles de riachos preservados
como o Rio Pratinha, Rio do Salto e o Corrego Cachoeira Grande, sendo os dois ultimos
localizados em unidades de conservacéo e, portanto, seriam da classe especial. Essa excedéncia
do limite de ferro dissolvido sugere que, nas regides anaerdbias dos sedimentos dos rios, a
concentracdo de Fe(ll) é muito frequentemente superior ao limite maximo estabelecido para
aguas de classe especial, 1 e 2, e também para aguas subterraneas destinadas ao consumo
humano e/ou recreacdo, em consequéncia da redugdo microbiana do Fe. De fato, a presenca de
elevadas concentracdes de ferro e elementos-traco em &gua de pocos tem sido observada
repetidamente (Chanpiwat et al., 2011; Carvalho et al., 2018; Malczewska et al., 2018). Nosso
trabalho vem contribuir para o entendimento o processo pelo qual o Fe de minerais é reduzido
e dissolvido em ambientes andxicos dos sedimentos de ambientes I6ticos e também em aguas
subterréneas, que em geral sdo anoxicas.

A dissolucdo redutiva do Fe pode ser agravada pelo excesso de matéria organica
biodegradavel, como aquela presente nos esgotos “in natura”. Um exemplo claro de como isso
pode influenciar na concentragdo de Fe(ll) € o exemplo visto na figura 23a, onde o0s
microcosmos “controle vivo” do Rio Tubardo, que recebe a maior parte dos esgotos sem
tratamento dos municipios de Tubardo e Capivari de Baixo (SC), apresentaram concentracdes
de Fe(ll) de 61,2 mg.L™* em média, valor maior que os obtidos para o Rio Doce, certamente
mais rico em ferro do que o Rio Tubardo, devido a presenca do rejeito de mineracéo de ferro
da Barragem de Funddo, rompida em 2015. Estudos anteriores ja tinham apontado para o papel
da matéria organica na mobilizagdo do ferro de minerais na forma de Fe(ll) (Santos, 2019;
Sanjad, 2021; Santos et al., 2023), mesmo em locais onde os sedimentos ndo foram impactados
por rejeito de mineracdo de ferro (Sanjad, 2021).

Santos (2019) também buscou entender a influéncia dos microrganismos e da matéria
organica na dissolugdo redutiva do Fe utilizando microcosmos anaerdbios suplementados com
diferentes substratos organicos, e seu papel na liberacdo de elementos-traco presentes nos
sedimentos para a agua. Esse estudo foi feito com agua e sedimentos dos rios Doce e Gualaxo
do Norte, dois corpos d’agua atingidos pelo rejeito de mineracdo apés o rompimento da
Barragem do Funddo em Mariana, MG, em 2015. Nos microcosmos com adic¢do de glicose e
extrato de levedura, as concentragdes de Fe(ll) ficaram muito acima do que o preconizado pelos
orgdos reguladores para aguas de rios, além de estarem maiores que nas concentracfes

observadas nos microcosmos controle, de modo similar ao presente estudo. Sanjad (2021)
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observou comportamento muito similar em microcosmos construidos a partir de sedimentos e
agua do Rio Paraopeba, tanto em trechos atingidos quanto ndo atingidos por rejeito de
mineracdo da Barragem | da Mina de Cdrrego do Feijao, rompida em 2019 no municipio de
Brumadinho (MG). A similaridade de comportamento das concentracbes de Fe(ll) nos
microcosmos dos trabalhos anteriores e do presente trabalho confirma que matéria organica
fermentavel, simples (como a glicose) ou complexa (como o extrato de levedura), funciona
como doador de elétrons para a reducdo microbiana do Fe(l11) dos minerais dos sedimentos de
rios. Nos trabalhos de Santos (2019) e de Santos et al. (2023), os elementos-trago aluminio,
bario, manganés e zinco foram liberados na agua juntamente com o Fe(ll), todos eles em
concentracfes acima do permitido pela Resolucdo CONAMA 357/2005 para aguas de classe
especial, 1 e 2 e, no caso do Al, Ba, e Mn, também acima do permitido para classe 3.

Lentini et al. (2012) observaram que a influéncia da matéria organica é decisiva para o
favorecimento de fermentadores ou redutores de ferro. Em enriquecimentos utilizando acetato
como doador de elétrons e ferrihidrita como fonte de Fe(lll), houve predominancia de
microrganismos como Geobacter, que sabidamente fazem reducéo dissimilatoria de ferro. Por
outro lado, meios com glucose ou lactato como doador de elétrons e goetita ou hematita como
fontes de Fe(111) promoveram microrganismos conhecidos como fermentadores e redutores de
sulfato, que reduziriam direta ou indiretamente o Fe(lll), respectivamente.

As concentracdes relativamente mais baixas observadas no microcosmos do Corrego
Cachoeira Grande e dos rios do Salto e Pratinha provavelmente refletem a baixa disponibilidade
de Fe(ll) para ser reduzido, o que provavelmente se deve ao menor impacto antropogeénico.
Por outro lado, a influéncia antropogénica é um provavel fator levando as altas concentracoes
de Fe(ll) nos microcosmos suplementados com extrato de levedura ou glicose dos rios Tubarao,
Doce e Itambacuri. Dentre as atividades econdmicas que poderiam resultar em maior
concentracdo de minerais de Fe(lll) nos sedimentos dos rios, destacam-se a mineracdo de
carvao e minerais sulfetados que levam a formacdo de jarosita (KFe3(SOa4)2(OH)e) e outros
minerais secundarios de Fe(lll) (ex. Hrselova et al., 2024), a mineracdo de ferro que libera
particulados finos de oOxidos de ferro nos rios (Queiroz et al., 2018; Santos et al., 2019;
Valeriano et al., 2019), e as atividades agropecuarias, que intensificam a erosdo do solo e o
assoreamento dos rios com particulas de solo que, em diversas regides do Brasil sdo ricas em
minerais de Fe(l1l) (Araujo et al., 2014; Coblinski et al., 2021).
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6.3 Correlacdo da Reducéo do Fe(lll) por microrganismos e alteracdo do pH dos
microcosmos do experimento curto

E razoavel afirmar que o pH sozinho n&o foi o responsavel pelo aumento de Fe(ll) na fase
liquida, visto que os microcosmos com acetato de sodio permaneceram na mesma faixa de pH
que os de extrato de levedura e, mesmo assim, as concentragdes de ferro foram muito inferiores,
se aproximando das concentracbes dos controles vivos. Por outro lado, as maiores
concentracdes de Fe(ll) e os menores valores de pH foram observados nos microcosmos com
glicose. A diminuicdo do pH indica que a glicose foi fermentada, o que sugere que a redugéo
do Fe(l11) a Fe(ll) acoplada a fermentagdo foi mais importante que a reducédo dissimilatéria do
ferro. Por outro lado, ha a possibilidade de que microrganismos com metabolismo respiratério
tenham utilizado produtos de fermentacdo como doadores de elétrons para a reducdo do Fe.
Santos et al. (2023) observaram comportamento similar em microcosmos construidos a partir
de &gua e sedimentos do Rio Gualaxo do Norte, impactado por rejeito de mineracdo e rico em
minerais cristalinos como hematita e goetita, e propuseram que a fermentacgéo seria o processo
majoritario de reducéo do ferro, ja que a reducdo do ferro destes minerais pelos microrganismos
que fazem a reducéo dissimilatoria do ferro ndo é suficientemente favoravel do ponto de vista
termodinamico (Santos et al., 2023).

Nos microcosmos com glicose, percebe-se a diminuic¢ao dos valores de pH em todos os rios.
List et al (2019), em estudo sobre o metabolismo de C. acetobutylicum, comparou a
fermentacdo acoplada a reducdo do Fe(lll) em diversas situacdes por 24h e observou que a
reducdo de ferro coincidia com o declinio do pH e com o0 aumento dos produtos de fermentacao.
Ap0s 24 horas, a cultura enriquecida com oxi-hidroxido de Fe(lll) ficou com pH 5,6, a sem
adicdo de Fe(l11) com pH 4,5, e o controle abi6tico permaneceu no pH que todas comecaram:
6,5. Essa diferenca de pH seria devida ao um efeito tamponante da reducdo do Fe. Esse efeito
poderia explicar a menor diminui¢do de pH observada nos microcosmos do Rio Doce, que
mostrou um dos maiores valores de concentracdo Fe(11) nos microcosmos de glicose e uma das
menores variagdes de pH. Por outro lado, os sedimentos dos rios sdo complexos e podem ter
outros processos de regulacdo do pH, como por exemplo dissolucdo de carbonatos (Esteves e
Marinho, 2011).
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6.4 Reducdo do Fe(lll) por microrganismos autdctones em microcosmos — experimento

longo

Os microcosmos que atingiram as maiores concentracfes de Fe(ll) no experimento longo
foram aqueles adicionados com glicose representando os rios Tubaréo, Doce e Itambacuri, rios
impactados por atividades como agropecudria, mineragdo e lancamento de esgotos. Em
contraste, microcosmos construidos com material coletado em rios e corregos localizados em
areas de preservacdo ou protegidos por atividades de ecoturismo, como o Corrego Cachoeira
Grande, Rio do Salto e Rio Pratinha, apresentaram menores concentrages de Fe(ll),
provavelmente devido a menor disponibilidade de Fe(lll) disponivel para ser reduzido nos
sedimentos. Esses resultados ressaltam a importancia da conservagdo de corpos d’agua e seu
entorno para minimizar a entrada de particulados ricos em Fe e elementos-traco no sistema
I6tico. Nos casos dos rios que mostraram maiores quantidades de Fe(l1) biorredutivel como o
Rio Tubardo, Rio Itambacuri, e o Rio Doce, também é importante minimizar o aporte de matéria
organica e nutrientes como N e P que poderiam levar a eutrofizacdo, e assim manter as
concentracOes de Fe e elementos-traco na agua em niveis adequados. Isso é importante para
diminuir os impactos sobre a biota selvagem, animais de cria¢do, plantas irrigadas e reduzir os
custos do tratamento de dgua para abastecimento urbano.

Santos et al. (2023), em experimento utilizando microcosmos anaerébios enriquecidos
também com glicose 15g/L., agua e sedimentos do Rio Doce (coleta em 29-07-2017), observou
que no intervalo de 35 dias, o pico de concentragdo de Fe(ll) dissolvido chegou a 5.000 mg.L™
(mediana), valor bem maior que os observados no presente trabalho (valor maximo 3106 mg.L"
L. Tabela 8). Nessa época, 0 desastre de extravasamento de rejeito de mineracéo de ferro da
Barragem de Fundao estava mais recente e, por isso, haveria muito mais Fe(l11) biodisponivel.
Isso poderia indicar que os dxidos de ferro oriundos do rejeito estdo sendo dissolvidos, e 0 que
resta esta ficando menos biodisponivel com o tempo. A dissolucdo desse rejeito libera varios
elementos-trago para a &gua, em particular o manganés (Santos et al., 2023), elemento-traco
que vem sendo encontrado acima dos valores maximos preconizados na Resolu¢gdo CONAMA
357/2005 no Rio Doce (Richard et al., 2020; Frachini et al., 2021; Mourao et al., 2023).

Sanjad (2021) utilizou &gua e sedimentos do Rio Paraopeba, também atingido por rejeito de
minério de ferro, neste caso em 2019 ap6s o rompimento da Barragem | da Mina de Corrego
do Feijdo no municipio de Brumadinho (MG). Foram construidos microcosmos anaerdbios com
agua e sedimentos do Rio Paraopeba de trés pontos diferentes, um a montante das areas

atingidas e os outros dois a jusante do ponto de entrada do rejeito no rio, suplementados com
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glicose e incubados por mais de 200 dias. De modo similar ao presente trabalho, foi observado
aumento das concentracdes de Fe(ll) dissolvido ao longo do tempo nos microcosmos. Os
microcosmos representado os diferentes pontos de coleta s6 comecaram a apresentar diferencas
entre si apds 50 dias de incubacgdo: nos microcosmos do ponto ndo atingido pelo rejeito de
mineracdo houve queda das concentragfes de Fe(ll) dissolvido, enquanto nos demais, as
concentragdes continuaram a subir, depois atingiram um platé acima dos 10.000 mg.L?, e
comecaram a cair lentamente, do mesmo modo que 0s microcosmos com glicose dos

experimentos longos do presente trabalho (Figuras 25-30).

7 Conclusdes

1. Osambientes apresentados possuem composi¢do e morfologia dos sedimentos distintas,
0 que certamente tem influéncia na dissolucdo redutiva do ferro.

2. Os microrganismos capazes de reduzir o ferro estao ativos em todos os rios estudados.

3. A presenca de matéria organica e de microrganismos vivos € essencial para a reducao
microbiana do Fe(l11) a Fe(ll). Em particular, a matéria organica fermentéavel (glicose e extrato
de levedura) leva a maiores concentra¢des de Fe em relacdo ao acetato, que nao é fermentével.

4. Nos microcosmos de todos os ambientes, foi possivel observar que, quanto maior a
concentracdo de glicose e extrato de levedura adicionada, maiores as concentracdes de Fe(ll)
dissolvido na fase liquida.

5. A diminui¢do do pH nos microcosmos adicionados de glicose sugere a participacédo de
microrganismos fermentadores na reducgéo do Fe.

6. No experimento longo de todos os rios, ha um pico de Fe(ll) nos primeiros meses
seguido por uma queda gradual, indicando diminuicdo da disponibilidade do ferro biorredutivel
dos sedimentos com o tempo.

7. A influéncia antropogénica parece desempenhar um papel significativo nas
concentracOes de Fe(ll) observadas nos microcosmos, visto que houve mobilizacdo de maior
quantidade de Fe(ll) a partir dos sedimentos dos ambientes que dentre 0s seis eram 0S mais

afetados pelas atividades humanas: os rios Tubardo, Itambacuri e Doce.
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