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RESUMO 
 

CORRÊA, R. C. Degradação de bifenila policlorada e caracterização da comunidade 

microbiana de reator anaeróbio com biofilme. 2011. 150f. Tese (Doutorado) – Escola de 

Engenharia de São Carlos, Universidade de São Paulo, 2011. 
 

 

Métodos de Microbiologia de anaeróbios estritos e de Biologia Molecular foram empregados para 

se conhecer a diversidade de microrganismos relacionados à degradação de ascarel em reatores 

anaeróbios metanogênicos. A avaliação de potencial metanogênico foi realizada para a escolha da 

melhor condição nutricional, bem como, para a seleção de material suporte e solvente adequado a 

solubilização do ascarel. Nos ensaios em batelada, a produção de metano foi maior nos reatores 

contendo etanol (média de 0,22 - 0,46 μmolCH4/gSTV, 46h). Remoção de 85,6% (86,7 mg/L de 

PCB em Aroclor 1016 e 1260) foi obtida na condição com espuma de poliuretano, etanol (46g/L) 

e formiato (680 mg/L). Diferentes solventes e surfactantes, tais como, DMSO, dioxano, ácido 

acético, ácido fórmico, n-hexano, acetona, etano, metanol, Tween 80, SDS (10%) e Triton X-100 

foram avaliados para a solubilização de ascarel. Dentre esses, metanol, Triton X-100 e ácido 

fórmico foram eleitos para a realização de ensaio em reatores em batelada contendo espuma de 

poliuretano, com o propósito de avaliar o potencial metanogênico na degradação de PCB. Os 

valores de produção de metano foram muito semelhantes (0,21 – 0,38 μmolCH4/mLgSTV, 45h) 

nas diferentes condições, no entanto, a remoção de PCB foi maior nos reatores com metanol 790 

mg/L (86,6%), ácido Fórmico 600 mg/L (84,5%) e Triton X-100 1% (72,1%). Portanto, a melhor 

condição foi contemplada para a operação do reator anaeróbio horizontal de leito fixo (RAHLF) 

no tratamento do ascarel, ou seja, células imobilizadas em espuma de poliuretano, etanol e 

formiato (como fonte de carbono), Triton X-100 (0,1%) e metanol (como solvente). No RAHLF, a 

remoção média de matéria orgânica (DQO) foi de 91% para concentração afluente média de 1270 

mg/L. A presença de morfologias semelhantes à Methanosarcina e bacilos fluorescentes foi 

confirmada em exames microscópicos. Na análise filogenética, por meio de PCR/DGGE e 

seqüenciamento das bandas recortadas, os grupos encontrados foram relacionados aos Filos 

Proteobacteria, Firmicutes, Spirochaetes, Chlorobi e Chloroflexi, sendo que neste último estão 

incluídos representantes relacionados a degradação de PCBs. Dentre as arquéias metanogênicas 

verificou-se similaridade de 99% e 97% com Methanosaeta sp. e Methanolinea sp., relacionadas 

com a metanogenese acetoclástica e hidrogenotrófica, respectivamente. 

 

Palavras-chave: Ascarel, PCB, co-substrato, , espuma de poliuretano, Triton X-100, Reator 

Anaeróbio Horizontal de Leito Fixo. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 
CORRÊA, R. C. Studies on the biodegradation and degradation of polychlorinated 

biphenyl in anaerobious conditions.  2011. 150f. Thesis (Doctoral) – Escola de Engenharia 

de São Carlos, Universidade de São Paulo, 2011. 

 
 

Molecular biology and microbiology methods were used to study the microbial communities 

related to degradation of ascarel at methanogenic conditions in an anaerobic reactor. The 

methanogenic potential was evaluated to choose the better nutritional condition as well as to 

select the better support material and the most suitable solvent to favor the solubilization of 

ascarel. The methane production was higher (0.22 – 0.46 μmolCH4/mLgSTV, 46h) in batch 

reactors containing ethanol (46 g/L) and formate (680 mg/L), the PCB elimination attaining 

85.6% (86.7 mg/L de PCB as Aroclor 1016 and 1260) when Polyuretane foam was used as 

support material. Different solvents, namely DMSO, dioxane, n-hexane, acetic acid, formic 

acid, acetone, ethane, methanol, and surfactants, such as 10% SDS,, Triton X-100, were 

evaluated aiming o determine the better condition to solubilize ascarel. According to the 

results of such experiments, methanol, formic acid and Triton X-100 were selected for 

carrying out the batch experiments in reactors containing polyurethane foam to evaluate the 

methane production during the PCB’s degradation. Regardless of the operation conditions 

the methane production rates were similar (0.21 – 0.38  μmolCH4/gSTV, 45h), however the 

elimination of PCB was higher in the reactors containing methanol (790 mg/L), formic acid 

(600 mg/L) and Triton X-100 (1%).  Therefore, the better condition for treating ascarel-

containing residues in a bench-scale horizontal-flow immobilized biomass (HAIB) was 

attained with cells immobilized in polyurethane foam when ethanol and formate were used as 

carbon sources, and in presence of Triton X-100 and methanol, the average elimination of 

organic material attaining 91% for affluent concentration of 1270 mg/L. The presence of 

Methanosarcina and fluorescent rods was confirmed by microscopy analysis. According to 

the filogenetics analysis, which was carried out by PCR/DGGE and band-sequencing, the 

Bacteria domain are related to the Filos Proteobacteria, Firmicutes, Spirochaetes, Chlorobi 

and Chloroflexi, this latter being directly related to the degradation of PCB. Among the 

methanogenic Archea, a similiraty of 99% and 97% was observed to Methanosaeta sp. and 

Methanolinea sp. related to acetoclastic and hydrogenthrophic methanogenesis, respectively. 

Key words: PCB, Aroclor, co-substrate, polyurethane foam, Triton X-100, bench-scale 

horizontal-flow anaerobic immobilized biomass bioreactor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

As bifenilas policloradas (PCB), principal constituinte do ascarel, óleo que foi 

muito utilizado em transformadores, são compostos de origem antropogênica e foram 

sintetizados inicialmente na Alemanha, antes da virada do século 20 e produzidos em 

escala industrial a partir de 1929, pela Monsanto, EUA (Penteado & Vaz, 2001). Esses 

compostos são pouco biodegradáveis e acumulam em tecidos vegetais e animais. São 

tóxicos e causam riscos à saúde, considerados carcinogênicos, afetam, sobretudo, fígado, 

baço e rins. Além disso, podem causar danos irreversíveis ao sistema nervoso central. 

Os efeitos do PCB na saúde humana foram primeiramente documentados, em 

1968, em Yusho, Japão. Nesse ano, 1.600 indivíduos foram contaminados com PCB ao 

consumirem óleo de arroz. Os indivíduos contaminados apresentaram sintomas 

relacionados com dermatites, hiperpigmentação da pele, fortes dores de cabeça, danos no 

sistema nervoso periférico, no fígado e tireóide. Uma criança, cuja mãe foi afetada, 

nasceu com baixo peso e desenvolvimento intelectual prejudicado. Mais tarde, em Yu-

Cheng, Taiwan, em 1979, mais de 2.000 pessoas ingeriu peixes contaminados com PCB 

(ATSDR, 2000).  

No ambiente também se tem observado seus efeitos em animais, tais como peixes, 

pássaros e mamíferos, com ocorrência de falha na reprodução, no desenvolvimento e no 

sistema imune, danos no fígado, câncer e morte. A ocorrência do PCB no ambiente pode 

resultar na bioacumulação, causando efeitos crônicos e toxicidade, aumento da 

concentração nos tecidos, passando pela cadeia alimentar em dois ou mais níveis tróficos. 

Organismos aquáticos são expostos ao PCB dissolvido na água, adsorvido no sedimento e 

presente nos alimentos. No ecossistema terrestre, os organismos são contaminados, nos 

mais baixos níveis tróficos, pela ingestão de solo e presas, além da absorção na pele ou 

inalação, as quais também podem ocorrer em algumas espécies. Geralmente, os 

organismos que se encontram no topo da cadeia alimentar sofrem mais riscos à exposição 

do PCB (NRC, 2001). 

 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Carcinog%C3%AAnico&action=edit
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%A7o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rim
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_central


2 

 

 

Os Poluentes Orgânicos Persistentes (POPs) são compostos, como o próprio nome 

diz, que representam ameaça ao ambiente e para a saúde humana, pois além de tóxicos, 

são de difícil degradação e continuam no ambiente causando problemas. Os PCBs 

encontram-se entre os doze POPs listados pela Convenção de Estocolmo/2004. 

 Estima-se que a produção mundial acumulada de PCB foi de aproximadamente 

1.200.000 toneladas, sendo que 60% utilizados em transformadores e capacitores, 15% 

em fluidos de transferência de calor e 25% como aditivos na formulação de plastificantes, 

tintas, adesivos e pesticidas (Penteado & Vaz, 2001). 

 A fabricação e comercialização dos PCBs foram proibidas no Brasil em 1981, 

mesmo assim, o ascarel presente nos antigos transformadores ainda continua sendo usado. 

Estimativas indicam que, no Brasil, há cerca de 200 mil toneladas de resíduos de ascarel e 

apenas 1.500 a 2.000 toneladas, ou cerca de 1% são tratadas por ano. Muitos 

transformadores foram abandonados, todavia, contendo ascarel, com risco de vazamento, 

contaminação no armazenamento e na desmontagem desses equipamentos. Os impactos 

ambientais que pode causar são muitos, como a contaminação, tanto do solo como da 

água (Penteado & Vaz,  2001). 

Embora, a produção de PCB tenha sido banida em muitos países desde 1977, sua 

contaminação é ubíqua. A entrada do PCB no ambiente pode ocorrer por meio de 

acidentes ou perdas no manuseio, evaporação de componentes contaminados, vazamentos 

de transformadores, capacitores ou trocadores de calor, armazenamento irregular de 

resíduo e vazamento de fluidos hidráulicos, fumaça decorrente da incineração de produtos 

contendo PCB  

 A descloração anaeróbia remove os átomos de cloro do PCB altamente clorados, 

contrariamente à degradação aeróbia, que transforma somente alguns congêneres com 

baixo número de cloros (Abramowicz, 1993). Estudos sobre a desalogenação redutiva 

têm contribuído significantemente para o estudo da ecologia, fisiologia e filogenética de 

comunidades microbianas. Todavia, há a necessidade de estudos detalhados sobre a 

microbiologia da descloração anaeróbia de PCB. Estudos recentes têm identificado os 

microrganismos envolvidos na descloração do PCB pelas seqüências do gene 16S RNAr  

(Yan et al., 2006b). Os poucos estudos sobre a biodegradação da bifenila em sedimentos 
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e solos no Brasil foram realizados por Pellizari et al. (1996); Bicego et al. (2006) e Leigh 

et al. (2007).   

 O reator anaeróbio horizontal de leito fixo (RAHLF) foi usado nesse trabalho com 

a finalidade de avaliar a remoção de bifenila policlorada, especificamente contidas no 

ascarel. Esse reator foi utilizado no tratamento de diferentes águas residuárias, por Foresti 

et al. (1995), Zaiat et al. (1997), Damianovic (1997), Sarti (1998), Lima (2001), Bolaños 

(2001), Telh (2001), De Nardi (2002), Oliveira (2004) e Gusmão (2005). Nestes estudos 

ocorreu boa remoção de matéria orgânica, rápida adaptação e crescimento da biomassa, 

para adequado tempo de detenção hidráulica e não houve arraste severo da biomassa. Por 

essas características, o RHALF foi escolhido para ser utilizado no presente trabalho. 

As técnicas de Biologia Molecular como o PCR/DGGE possibilitam a 

comparação de amostras ambientais simultaneamente, podendo-se realizar análise 

espacial e temporal das comunidades microbianas. 

Neste trabalho, estas técnicas de biologia molecular foram utilizadas para entender 

a estrutura da comunidade microbiana presente em reatores anaeróbios utilizados para 

avaliar a degradaçao de PCB presentes no ascarel.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

 Determinar método adequado para a extração de PCB do ascarel; 

 

 Eleger solvente adequado para a solubilização de ascarel;  

 

 Adaptar método cromatográfico para a quantificação de PCB presentes no ascarel; 

 

 Avaliar co-substratos e meio suportes para determinação do potencial metanogênico 

em reator de batelada com ascarel; 

 

 Aplicar a melhor condição nutricional e solvente adequado para avaliar a remoção de 

matéria orgânica contendo ascarel em reator de leito fixo; 

 

 Avaliar a remoção de PCB nos reatores anaeróbios; 

 

 Caracterizar a diversidade microbiana nos reatores anaeróbios em batelada e leito fixo;  

 

 Realizar a aproximação da identidade filogenética, através de recorte de bandas de 

DGGE, de microrganismos presentes nos reatores anaeróbios.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

As bifenilas policloradas, comumente chamadas de PCB, são compostos 

produzidos a partir da cloração catalítica de bifenilas. São constituídos por dois anéis 

benzênicos unidos por uma ligação simples carbono-carbono, com até 10 átomos de 

cloro. Os vários números e posições do cloro, em substituição ao hidrogênio nos anéis 

aromáticos da bifenila, resultam nas 209 possíveis estruturas químicas da bifenila, que são 

denominados congêneres (Figura 3.1). 

Estes compostos possuem baixo grau de reatividade, alta resistência elétrica, boas 

propriedades isolantes, não são inflamáveis e são estáveis ao calor e à pressão. Devido a 

estas características foram amplamente aplicados como fluidos dielétricos e isolantes em 

transformadores e capacitores. Dentre os possíveis congêneres de PCBs, 130 estão 

presentes nas misturas comerciais (Abramowicz, 1990; Tiedje et al. 1993; Borja et al. 

2005). 

 

 

 

Figura 3.1.(a) Estruturas da bifenila policlorada (orto 2,6; meta 3,5; para 4); (b) PCB (2, 

2’,3,4, 4’,5′-CB)  

  Fonte: adaptado de Bedard (2008). 

 

 

O ascarel é uma mistura de 50 a 70% de PCB e de 30 a 50% de triclorobenzenos 

(TCB), Kinner et al. (1993). Existem muitos transformadores originalmente a óleo 

a b 
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mineral ou a ascarel, que apresentam níveis de contaminação por PCB superiores a 50 

ppm, o que os classifica como resíduos perigosos, obrigando legalmente os seus 

proprietários a darem correta destinação final, para não incorrerem em crime ambiental.  

Aroclor é constituído de misturas de PCB produzidas pela Monsanto. A sua 

denominação se refere à porcentagem de cloro presente no composto, como por exemplo, 

Aroclor 1242 possui 42% de cloro na sua composição (Penteado & Vaz, 2001). 

Dependendo da quantidade e da posição de átomos de cloro, os PCBs recebem 

uma numeração. Observa-se que há três congêneres com apenas um átomo de cloro na 

sua composição. As fórmulas e massas moleculares dos PCBs, o número IUPAC e 

porcentagem de cloro estão listados na Tabela 3.1  

 

Tabela 3.1: Fórmulas moleculares e massas moleculares de PCBs 

Fórmula 

Estrutural 

Nº de 

Congêneres 

 

Nº IUPAC 

dos 

Congêneres 

Massa 

Molecular 

(g/mol) 

% Cloro 

 

C12H9Cl 3 1 - 3 188,65 18,79 

C12H8Cl2 12 4 - 15 233,1 31,77 

C12H7Cl3 24 16 - 39 257,54 41,30 

C12H6Cl4 42 40 – 81 291,99 48,56 

C12H5Cl5 46 82 – 127 326,43 54,30 

C12H4Cl6 42 128 – 169 360,88 58,93 

C12H3Cl7 24 170 – 193 395,32 62,77 

C12H2Cl8 12 194 – 205 429,77 65,98 

C12HCl9 3 206 – 208 464,21 68,73 

C12Cl10 1 209 498,66 71,10 

Adaptado de Fiedler (1997) 

 

 A Lei Estadual 12.288 de 22 de fevereiro de 2006 dispõe sobre a eliminação 

controlada dos PCBs e dos seus resíduos, a descontaminação e supressão de 

transformadores, capacitores e demais equipamentos elétricos que contenham PCBs. A 
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Resolução CONAMA número 19 de 19 de setembro de 1994 autoriza, excepcionalmente, 

a exportação de resíduos perigosos, contendo bifenilas policloradas. A Instrução 

Normativa SEMA/STC/CRS N. 1 de 10 de junho de 1983 - disciplina as condições a 

serem observadas no manuseio, armazenamento e transporte de bifenilas policloradas e 

ou resíduos contaminados com tais compostos. 

A incineração de materiais contaminados com PCB é uma técnica que apresenta 

vários inconvenientes, como riscos no processo de preparação dos equipamentos a serem 

incinerados; desperdício de material e energia, inutilizando os resíduos que poderiam ser 

reciclados; necessidade de um aterro Classe I para dispor as cinzas geradas, geração de 

efluentes líquidos e gasosos, como dioxinas e furanos, que necessitam ser tratados antes 

do descarte final, com risco da geração de um passivo ambiental. A descontaminação 

pode ser um processo mais adequado para destinação final deste resíduo, pois os materiais 

são reciclados, eliminando o potencial de geração de passivos ambientais futuros. No 

entanto, resíduos ainda são gerados e enviados à incineração. Os PCBs são combustíveis 

a alta temperatura e os produtos de sua combustão são mais tóxicos ainda (ATSDR, 

2000). 

 

 

3.1. Biodegradação de PCB 

Alguns microrganismos podem produzir enzimas capazes de converter compostos 

orgânicos como o PCB em compostos mais simples, minimizando os seus efeitos tóxicos. 

A biodegradação pode ocorrer de duas formas: mineralização e co-metabolismo. Na 

mineralização os microrganismos utilizam o poluente como fonte de carbono e energia, 

enquanto, no co-metabolismo, requerem uma segunda substância como co-substrato. Na 

degradação incompleta desses compostos pode ocorrer a formação e acumulação de 

produtos intermediários mais tóxicos que o composto original. 

A biodegradação depende das características estruturais do poluente, de sua 

solubilidade em água e concentração no meio e, também de alguns fatores ambientais 

como temperatura, pH,  presença de substâncias inibidoras ou tóxicas,  disponibilidade de 
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aceptores de elétrons e  interações entre os microrganismos. Geralmente, os aceptores de 

elétrons são fatores limitantes no metabolismo anaeróbio (Borja et al., 2005). 

 A contaminação ambiental por bifenilas policloradas ocorre por congêneres com 

diferentes graus de cloração. A completa degradação de misturas de PCB é raramente 

obtida, uma vez que os compostos altamente clorados não são metabolizados sob 

condição aeróbia. Embora, ocorram muitos relatos de biodegradação aeróbia de 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs), muitos sedimentos contaminados 

encontram-se sob condições anaeróbias (Penteado & Vaz, 2001).  

 Pouco se conhece sobre a descloração anaeróbia do PCB, embora, se saiba que 

alguns microrganismos descloram PCB com ganho de energia para o seu crescimento. 

Rysavy et al. (2005) verificaram a presença de doadores de elétrons apropriados em 

sedimento contaminado com a finalidade de estimular a descloração de PCB. Os autores 

verificaram o efeito da adição de ferro (Fe
o
) como doador de elétrons na descloração 

microbiana de alguns congêneres de PCBs, 3,4,5-triclorobifenila (3,4,5-CB) e 

2,2’,3,4,4’,5,5’-heptaclorobifenila (2,2’,3,4,4’,5,5’-CB). Possivelmente, o sedimento já 

continha população microbiana endógena capaz de desclorar o PCB. A adição de 0,1 g 

Fe
o
/g de sedimento reduziu a fase lag e favoreceu a remoção de cloro nas posições di-

para em 100 dias. Como o Fe
o
 é uma fonte de H2, o efeito da adição direta de H2 ao 

sedimento também foi testada. A adição de H2 (0,001 atm) no headspace resultou na 

mesma atividade de descloração e na redução da fase lag.  

 Ambrosoli et al. (2005) documentaram a degradação de bifenilas, fluoreno, 

fenantreno e pireno em solo de arrozais em local não contaminado, sob condição 

fermentativa e desnitrificante. Consórcio microbiano obtido de solo contaminado foi 

incubado, sob condição anóxica, por 20 dias, com nitrato e 10 g/L de bifenila, fenantreno 

e fluoreno e 5g/L de pireno e em algumas amostras, glicose ou acetato. Em intervalos de 

tempo regulares foram avaliados o potencial redox, a concentração de PAHs, ATP 

microbiano e concentração de nitrato. A degradação foi similar para cada PAHs e foi 

inexpressiva quando PAHs foram a única fonte orgânica disponível para o inóculo, 

confirmando a recalcitrância destes compostos. A biodegradação foi influenciada por 

outras fontes de carbono, sendo o melhor resultado obtido quando foi adicionado acetato 

(50 mg) ou glicose (50 mg). A biodegradação anaeróbia dos compostos estudados parece 
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ser possível por ambos os metabolismos, fermentativo e anóxico, fornecendo co-

metabólitos como o nitrato, com baixa massa molecular e apropriado aceptor de elétrons. 

Winchell & Novak (2008) analisaram duas tecnologias de biorremediação, a 

bioestimulação e bioadição em diferentes sedimentos, para observar a degradação do 

PCB. Os estudos de Bedard et al. (1997), Wu & Wiegel (1997) sugerem que a bioadição 

pode melhorar a descloração do PCB, mas é necessária adição concomitante de um 

bioestimulante. Rysavy et al. (2005) observaram descloração do PCB, após adição de um 

doador de elétron, ferro elementar (Fe
0
) como bioestimulante. Bioadição e biestimulação 

podem ser mais efetivas na descloração de PCB do que somente um ou outro processo 

isoladamente. 

Chen et al. (1988) utilizaram sedimentos coletados do rio Hudson (EUA) para a 

observação de biodegradação anaeróbia de Aroclor 1221 (mistura de bifenilas 

policloradas). Bactérias degradadoras de PCB foram isoladas do sedimento do rio Hudson 

e enriquecidas em meio contendo 20 mg/L de Aroclor 1221. Após 40 dias, 1 ml da cultura 

foi transferido para meio de enriquecimento. Mais três transferências foram realizadas 

antes das populações serem utilizadas no experimento. Três frascos de cultura, contendo 

30 ppm de PCBs, receberam os seguintes tratamentos: (1) um deles recebeu 1 ml de meio 

mineral reduzido para determinar a atividade da microflora indígena; (2) outro, recebeu 

mistura da cultura isolada, para estudar a sua atividade no sedimento e (3) o terceiro foi 

utilizado como controle e recebeu 2 ml de formalina (30%). Estas preparações de 

sedimento foram vigorosamente agitadas (200 rpm) por 5 meses à temperatura ambiente. 

Os autores determinaram o PCB e metano por cromatografia gasosa. Os autores 

verificaram a  completa degradação anaeróbia das bifenilas cloradas, todavia, metano não 

foi detectado em nenhuma condição. Após 105 dias de incubação, a quantidade de 

congêneres de PCBs foi de 15,19 µg/ml no experimento controle, 2,87 µg/ml com a 

microflora indígena e 2,57 µg/ml na cultura isolada. Os congêneres de PCBs podem ser 

degradados anaerobiamente. Esses compostos podem ser utilizados como fonte de 

carbono e energia pelos microrganismos responsáveis pela degradação. 

Consórcio microbiano anaeróbio (ATCC 55616) proveniente de sedimentos foi 

crescido e mantido em grânulos de reator UASB à temperatura ambiente (Natarajan et al., 

1999). Bifenila policlorada foi fornecida como única fonte de carbono e energia foi 

degradada, culminando com a produção de metano. Após 50 dias de operação ocorreu a 
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degradação de cerca de 75% da bifenila inicial (42,2 µmol). A velocidade de degradação 

da bifenila foi de 0,61 µmol/dia.  Um produto intermediário originado do rompimento do 

anel de bifenila, op-cresol, foi detectado, e mineralizado a produtos finais e gás. A 

produção de p-cresol foi analisada por cromatografia líquida e confirmada por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (CG-EM).  p-cresol não foi 

acumulado, pois a velocidade de degradação foi alta, ou seja, de 1,55 µmol/dia. A 

produção de metano aumentou com a correspondente diminuição da concentração de p-

cresol. Assim, por exemplo, em 40 dias, 62 µmol de p-cresol foram completamente 

degradados, com formação de 192 µmol de metano.  

Cutter et al. (2001) estudaram a descloração redutiva de PCBs por bactérias 

anaeróbias em sedimentos aquáticos. Seqüências do gene 16S RNAr, obtidas de cultura 

enriquecida com bactérias degradadoras de orto-PCB, foram monitoradas pela técnica de 

Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE). Os autores correlacionaram a 

oxidação de acetato ou hidrogênio à redução de 2,3,5,6-CB (clorobifenila) a 2,3,5-CB e a 

3,5-CB. Portanto, estes foram os primeiros pesquisadores a identificar bactérias 

anaeróbias degradadoras de PCB, que utilizaram acetato e 2,3,5,6-tetraclorobifenila. Os 

microrganismos identificados como bactériao-17 apresentaram seqüênciade RNAr16S 

muito semelhante às bactérias verdes não-sulfurosa que inclui Dehalococcoides 

ethenogenes. A bactériao-17 utilizou acetato para a descloração e o crescimento. A 

conclusão de que o-17 foi capaz de desclorar o PCB foi baseada em três evidências. Uma 

delas é que o RNAr 16S dao-17 foi detectado durante a descloração do PCB e, somente, 

quando havia PCB no meio. Outra evidência é que não ocorreu a descloração quando o o-

17 foi eliminado sistematicamente da cultura. A terceira evidência foi que RNAr 16S dao-

17 foi muito similar a Dehalococcoides spp., microrganismos que reduzem compostos 

organoclorados. 

A disponibilidade de informação filogenética sobre bactérias degradadoras de 

PCB permite a análise detalhada das comunidades microbianas e seu monitoramento 

durante processo de biorremediaçao com esses compostos tóxicos. Desse modo, pode-se 

acelerar o processo pela introdução de uma população previamente enriquecida de 

bactérias descloradoras de PCB. Esta biorremediação estratégica é denominada de 

bioadição e sua aplicação é muito importante no tratamento de compostos orgânicos 

recalcitrantes, tais como derivados de petróleo, solventes organoclorados e herbicidas. 
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Yan et al. (2006) investigaram o efeito da adição de culturas descloradoras de 

PCB em três diferentes sedimentos, em termos de atividade de descloração e estrutura da 

comunidade microbiana. Culturas descloradoras de PCB derivadas de sedimentos 

estuarinos e com boa atividade de degradação foram misturadas e inoculadas em 

sedimentos estéreis oriundos da mesma fonte, do Porto Baltimore, sedimento marinho de 

Palos Verdes e do Rio Hudson. Os autores observaram que a origem do sedimento e sua 

composição química podem afetar significantemente a atividade e a estrutura da 

comunidade microbiana. Os efeitos mais prováveis foram a sobrevivência e 

enriquecimento de população microbiana particular, resultante da disponibilidade de 

macro e micro-nutrientes. O impacto que os diferentes sedimentos tiveram sobre o 

crescimento dos microrganismos, sugeriu a caracterização preliminar do local 

contaminado para que a bioadição ocorra com sucesso. 

Yang et al. (2007), investigaram a degradação anaeróbia de bifenila em quatro 

solos de arrozais não contaminados e em amostras contaminadas de sedimentos de rio, no 

Japão. Os autores verificaram que nos solos não contaminados ocorreu degradação 

anaeróbia de bifenila. Esta capacidade de degradação foi observada em solos submersos 

em água e sedimento do rio, em meio neutro, com baixas quantidades de nitrato e óxido 

de ferro. A adição de nitrato (10mM), além de lactato, piruvato e acetato inibiram 

completamente a degradação de bifenilas. A adição de sulfato (10 mM) e Fe (III) (20 

mM) não aumentou a biodegradação anaeróbia de bifenilas. A maior degradação de 

bifenilas (44%) foi observada quando somente água e nenhum outro aceptor ou doador de 

elétrons foram adicionados.   

Em 2001, Rockne e Strand estudaram a biodegradação e mineralização de PAHs 

(hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, 20 mM)  em reator de leito fluidificado. Os 

autores verificaram a dependência de nitrato na biodegradação de PAHs (naftalenos, 

fenantrenos e bifenilas). O reator foi enriquecido com nitrato, realimentados 

continuamente por período de dois anos, com os PAHs, como única fonte de carbono e 

energia, dissolvidos em água do mar sintética. Os PAHs e nitrato/nitrito foram 

determinados por cromatografia líquida com detector de ultravioleta (CLAE/UV). A 

biodegradação cessou quando nitrato foi esgotado, porém, foi reassumida quando nitrato 

foi novamente adicionado. Tal fato evidenciou que a biodegradação de PAHs foi 

dependente da redução de nitrato. Os autores verificaram que ocorreu degradação parcial 
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de naftaleno (17% do carbono inicial), entretanto, a degradação de fenantreno foi quase 

completa (96%). Na presença de naftaleno, foi observada menor assimilação de bifenilas 

ou fenantreno, porém o carbono do naftaleno foi assimilado em 57%. A degradação de 

PAHs foi estequiometricamente aproximada à quantidade de nitrato consumido. A 

degradação dos hidrocarbonetos aromáticos bicíclicos e policíclicos foi dependente da 

concentração de nitrato, portanto, concluiu-se que esses compostos não são recalcitrantes 

à biodegradação sob condições anóxicas.  

 

 

3.2 Métodos de extração e análises de PCB 

 Diferentes métodos de extração podem ser utilizados para a extração de PCB dos 

diferentes materiais a serem estudados, como solo, sedimento ou diretamente do óleo de 

transformadores. O método mais utilizado por vários autores foi baseado no método de 

extração de Quensen et al. (1988) entre eles, Mousa et al. (1998), Rysavy et al. (2005), 

Yan et al. (2006) e Winchel & Novak (2008). Este método consiste em duas fases, uma 

de extrações sequenciais com hexano e acetona na proporção de (9:1), lavagem com NaCl 

(2%)  e H2SO4  (30%) e a outra de purificação em coluna cromatográfica contendo Florisil 

e cobre (4:1), o extrato é analisado em cromatógrafo a gás Hewlett-Packard 5980, 

equipado com detector de captura de elétrons. 

Outros diferentes métodos também foram utilizados por diferentes autores. Wu et 

al. (1996, 1997 e 1998)  e Fava et al. (2003) utilizaram dietil éter anidro para a extração. 

Bedard et al. (1996), utilizaram éter anidro e mercúrio elementar. Bicego et al. (2006) e 

Cho et al. (2003)  utilizaram extração em Soxhlet com n-hexano, Chang et al. (2001) 

utilizaram n-hexano e agitação em “shaker” por 2 horas a 160 rpm. Cutter et al. (1998) 

extraíram PCB com etil-acetato e coluna de Florisil/cobre. Drenzek et al. (2001) 

utilizaram éter metil terc butílico com ultrassom por 15 minutos. Fagervold et al. (2005) 

extraíram com hexano em “shaker” por 12 horas e coluna de Florisil/cobre (4:1). Berkaw 

et al. (1996) utilizaram etil-acetato em “shaker” por 10 horas e coluna de Florisil/cobre. 
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3.3 Caracterização microbiana 

Técnicas de biologia molecular usadas para caracterização microbiana tais como, 

DGGE, permitem avaliação da riqueza dos microrganismos envolvidos na degradação de 

PCBs em biorreatores. Podendo-se conhecer a alteração da diversidade espacial e 

temporal no sistema em estudo. Outras técnicas de isolamento e seqüenciamento foram 

utilizadas para a identificação de microrganismos capazes de degradar os PCBs. 

Grishchenkov et al., (2002) isolaram Citrobacter freunddi BS2211 de cultura 

enriquecida, contendo solo e resíduo industrial contaminados, em meio sintético 

suplementado com bifenila. A linhagem foi capaz de degradar a bifenila policlorada sob 

condição anaeróbia com redução de nitrato. Quando a concentração inicial de bifenila foi 

igual a 150 mg/mL para concentração celular de 10
9
 células/mL ocorreu a degradação de 

26 a 28% de bifenila em 3 dias a 28°C. Quando a concentração foi 250 mg/mL de 

bifenila, com 10
7
células/mL, observou-se 17% de degradação em 21 dias.   

Wu et al. (2002) identificaram microrganismos cujo crescimento foi associado à 

descloração de bifenilas policloradas com cloros nas posições orto ou meta, dos dois 

lados em um anel benzeno (“doubly flanked chlorines”). As seqüências do 16S RNAr, 

obtidas da cultura enriquecida, levaram à identificação de três unidades taxonômicas 

operacionais (OTUs 1, 2 e 3). A OTU 1 foi sempre detectada quando 2,3,4,5-CB ou 

outros congêneres com dois cloros estavam presentes, os quais foram desclorados. As 

OTUs 2 e 3 foram detectadas na ausência de PCBs. As seqüências parciais de OTUs 2 e 3 

apresentaram 98,2% de similaridade a Desulfovibrio caledoniensis (DCU53465). Cultura 

de bactérias redutoras de sulfato foi isolada da OTUs 2 e 3 e não foi capaz desclorar 

2,3,4,5-CB, quando incubada em meio E-Cl contendo 10 mM de formiato ou10 mM de 

lactato. Desse modo, os autores concluíram que OTU 1 representou um grupo de 

bactérias descloradoras em co-cultura com Desulfovibrio sp. A seqüência de OTU 1 foi 

similar (89%) à bactéria o-17, a qual foi capaz de desclorar orto-PCB. Os autores 

verificaram também que arquéias metanogênicas e não participaram da decloração de 

PCBs com dois cloros na mesma posição em um dos anéis do benzeno. 
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Fagervold et al. (2005) mostraram que espécies do grupo Chloroflexi são 

reconhecidamente capazes de degradar anaerobiamente as bifenilas policloradas por 

descloração redutiva. PCB 101 (2,2’,4,5,5’-CB) foi desclorado redutivamente a PCB 49 

(2,2’,4,5’-CB), nas posições di-para e meta pelo filotipo DEH10, pertencente a 

Dehalococcoides. Este mesmo grupo foi eficiente para desclorar PCB 132 a PCB 91 

(2,2’,3’,4,6’-CB), nas posições para-, di-orto e meta-. No entanto, outro grupo designado 

SF1, mais estreitamente relacionado ao grupo do o-17/DF-1 foi responsável pela 

subseqüente descloração do PCB 91 a PCB 51 (2,2’,4,6’-CB).  

Com as considerações salientadas anteriormente pretendeu-se, neste trabalho, 

avaliar material suporte de imobilização para biomassa anaeróbia a ser aplicado, tanto, em 

reator de leito fixo, como de batelada, com ascarel como substrato orgânico. Além disso, 

testes foram realizados visando avaliar diferentes solventes orgânicos para solubilizar o 

ascarel, bem como, a aplicação de técnicas de Biologia molecular para caracterização de 

bactérias e arquéias metanogênicas presentes no biofilme dos reatores anaeróbios. Trata-

se de contribuição inédita nesta área de pesquisa, uma vez que se refere à aplicação desse 

tóxico em reator contínuo de leito fixo. A maioria dos trabalhos da literatura (Bedard et 

al. 2005, Baba et al. 2007, Chang et al. 2001, Cutter et al. 2001, Fagervold et al. 2007, 

Rysavy et al. 2005) avalia a remoção desse composto e caracteriza a diversidade 

microbiana em microcosmos com sedimento proveniente de ambiente de água doce e 

marinho. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O ascarel é um óleo pouco solúvel, para tanto, realizou-se investigação para 

definir os possíveis solventes orgânicos, tais como, acetona, n-hexano, etanol, metanol, 

adequados ao método de extração de PCB. Foram realizados testes em reatores em 

batelada para eleger o melhor solvente, bem como, co-substratos e material suporte 

apropriado para serem utilizados na alimentação do RAHLF. 

 O método de Quensen et al. (1988) serviu como base para a análise de PCB por 

cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons, no entanto, alguns testes 

preliminares foram realizados para adequação do método e análise do óleo ascarel bruto. 

Material suporte, tais como, espuma de poliuretano e carvão vegetal, além de 

biomassa em suspensão, foram usados nos reatores em batelada. Nesses ensaios foi usado 

formiato de sódio como co-substrato e etanol como solvente. A partir da necessidade 

observada neste ensaio, foi realizada avaliação exploratória de solventes de diferentes 

naturezas, tais como, hexano, surfactantes e ácidos orgânicos para melhor solubilização e 

biodisponibilidade do ascarel. Portanto, solventes como metanol, Triton X-100 e ácido 

fórmico foram eleitos para realização de novo ensaio em batelada, utilizando-se espuma 

de poliuretano (selecionado no primeiro ensaio) e co-substratos etanol, formiato e acetato. 

Nesses ensaios determinou-se o potencial metanogênico, como análise indireta da 

degradação do ascarel.  

O RAHLF foi preenchido com lodo granulado previamente imobilizado em 

espuma de poliuretano e foi alimentado com ascarel solubilizado em Triton X-100, meio 

Angelidaki (Angelidaki et al. 1990), etanol e formiato. 

A evolução da comunidade microbiana foi avaliada através de PCR/DGGE e 

seqüenciamento. As etapas experimentais encontram-se detalhadas no fluxograma da 

Figura 4.1.  
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Figura 4.1 Fluxograma das principais etapas realizadas. 

 

4.1. Estudo exploratório de métodos de extração e análises de PCB 

O método mais usado para quantificação de PCB é aquele que foi desenvolvido 

por Quensen et al. (1988). Este método foi desenvolvido para determinação desse 

composto em sedimento de água doce. Todavia, para a extração de PCB do ascarel 

algumas modificações foram introduzidas. Para tanto, foram realizados alguns testes 

preliminares para obter adequadamente a extração do PCB do óleo ascarel  

 

4.1.1 Extração de PCB do ascarel 
 

 O método de extração de PCB desenvolvido por Quensen et al. 1988, constitui-se 

em duas etapas: (1) extração de PCBs e (2) purificação em coluna Florisil/cobre. Para a 
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extração utilizou-se 2 mL de amostra (ascarel) para 5 mL de solução de Hexano/Acetona 

(9:1), agitação em vórtex por 2 minutos e centrifugação a 4.000 rpm por 2 min.  Retirou-

se a camada superior do extrato (hexano/PCB), utilizando-se pipeta Pasteur e transferiu-se 

para outro frasco. A seguir adicionou-se 2,5 mL de NaCl 2%, transferindo o material para 

agitação em vórtex por 2 min. e centrifugação a 4.000 rpm por 2 min. A camada superior 

foi transferida para outro frasco e adicionou-se H2SO4 30% e, após agitação e 

centrifugação, foi realizado o processo de purificação da camada superior do extrato 

hexano/PCB em coluna contendo, como fase estacionária, mistura de 2,5 g de  Florisil e 

0,625 g de cobre em pó (4:1) e lã de vidro silanizada para retenção da fase estacionaria. A 

coluna de purificação foi confeccionada em vidro (borosilicato) com volume útil de 18 

mL. O extrato foi, mais uma vez, transferido para outro frasco e quantidade não 

específica de Na2SO4 anidro foi adicionada para a retirada de água. O extrato purificado 

foi evaporado até 1 mL de volume final, o qual foi armazenado em freezer (-20 
o
C). Na 

oportunidade da análise procedeu-se o descongelamento do material e posterior análise 

em cromatógrafo gasoso HP 5890 série II para determinação de PCB total. 

Foram testados diferentes protocolos de extração de PCB do óleo Ascarel. 

Inicialmente, foi utilizado o método de Quensen et al,. 1988, também utilizado por outros 

autores (Quensen et al., 1990; Wu et al., 2002; Rysavy et al., 2005; Winchell e Novak, 

2008). 

Baseado neste método avaliou-se diferentes condições de extração, em duplicatas 

de amostras. Em todas as condições, as amostras foram submetidas à agitação em vórtex 

por 2 minutos, seguindo o protocolo de Quensen et al. (1988) com algumas adaptações 

para a melhoria de sua eficiência. Adaptações como, a adição de mais 15 minutos em 

banho de ultrassom e congelamento da amostra para favorecer a separação do extrato de 

hexano contendo o PCB, do restante da amostra. Como surrogate (padrão adicionado 

antes da etapa de extração) foi utilizado 1,3,5-TCB  e como padrão interno, 

octacloronaftaleno, adicionado antes da injeção no cromatógrafo.  
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Os métodos foram denominados e conduzidos da seguinte forma: 

 

1. Método de Quensen (1988) –descrito anteriormente; 

2. Método Hexano/Florisil – utilizou-se apenas hexano, agitação em vórtex 

por dois minutos e 15 minutos em banho de ultrassom – purificaçao em 

coluna de Florisil/cobre (4:1); 

3. Método Hexano/Florisil/Sílica – o mesmo procedimento acima, 

acrescentando-se 0,6 g de sílica à coluna de Florisil/cobre na etapa de 

purificação; 

4. Método Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica – mesmo procedimento acima, 

porém acrescentou-se 4 mL de H2SO4 após o acréscimo de n-hexano no 

início do procedimento. 

 

A partir dos resultados obtidos, o método escolhido foi de 

Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica, portanto detalhado a seguir.  

 

 

4.1.1.1 Método Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica 

Após análise em cromatografia gasosa, escolheu-se o Método 

Hexano/H2SO4/Sílica como adequado para ser utilizado na extração de PCB do ascarel, 

cujos passos de execução encontram-se descritos abaixo (Figura 4.2). 

A purificação do extrato foi realizada em coluna Florisil-cobre (4:1), constituída 

por uma pipeta Pasteur (220 mm X 11 mm) contendo quatro partes (2,5 g) de Florisil 

(100 mesh) e uma parte (25 %) de cobre em pó (60 mesh), para remover o enxofre.  

 Após pesado, o cobre (0,781g para chegar a 0,625 g após o tratamento, 

considerando-se a perda) foi previamente preparado para uso na coluna: lavado com 

H2SO4 (10 %), em seguida com água ultra purificada e finalizando com acetona e então, 



19 

 

 

 

seco em sistema a vácuo (funil de büchner e membrana celulósica  RC - Vliesverstärkt– 

0,2 µm – 47 mm).  

Figura 4.2 Método de extração de PCB do ascarel 

 

Depois da secagem o cobre foi misturado ao Florisil e colocado na coluna (Figura 

4.3), com o auxílio de um funil. Adicionou-se 5 mL de n-hexano para eluir a coluna e 

então, 0,6 g de sílica gel foram acrescentadas com mais 5 mL de n-hexano, e então a 

coluna estava pronta para uso na extração dos PCBs.  

 As amostras foram eluídas na coluna, com n-hexano e o volume foi ajustado por 

evaporação a 2 mL, adicionando-se 100 µL de octacloronaftaleno (0,8 mg/L) como 

padrão interno antes da injeção em cromatógrafo gasoso.  
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Figura 4.3 Coluna de purificação do extrato de PCB em hexano (a) vista geral da coluna 

e (b) detalhe das camadas de sílica e Florisil/Cu após a extração de PCB do ascarel. 

 

 

4.2  Curva de calibração 

Anteriormente, a realização da curva de calibração testes foram realizados para 

obter as concentrações corretas de surrogate e padrão interno. Além disso, testes foram 

realizados para verificar a influencia do meio Angelidaki e seus componentes na análise 

de PCB. Surrogate (1,3,5-TCB) é um composto adicionado antes do processo de extração 

para se avaliar a perda ou a eficiência durante o procedimento.  

A Curva de calibração foi realizada de acordo com o método da EPA VICTORIA 

6013 e ABNT NBR 13882:2008. Os PCBs foram estimados como PCB total, no caso 

Aroclor 1016/1260. Mistura de dois padrões de Aroclor (1016 e 1260) foi utilizada, por 

representarem a maioria dos picos dos outros Aroclor existentes e também por 

apresentarem perfil de picos de áreas relativas de PCB muito parecidos com as áreas do 

ascarel utilizado. 

As concentrações usadas de Aroclor (1016 e 1260) para elaboração da curva 

foram de 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L e 20 mg/L. As diferentes concentrações 
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foram preparadas em triplicatas, nas mesmas condições de extração e purificação 

aplicadas para as amostras provenientes dos reatores anaeróbios, ou seja, em frascos 

antibióticos contendo meio Angelidaki, espuma de poliuretano e 0,5 mL da mistura de 

padrões.  

 

4.2.1 Repetitividade do método  

 As determinações foram realizadas em duplicatas e executadas pelo mesmo 

operador. Os resultados devem ser acima de 95% de confiança. De acordo com a ABNT 

NBR 13882:2008, “os resultados obtidos devem ser considerados suspeitos (95% de 

confiança) se a diferença entre eles for maior que: 2 + (0,1 x M) 

 Sendo, 

  M = Média das determinações  

 A análise de Variância (ANOVA) foi realizada, aplicando-se o teste TUKEY, para 

avaliar se houve diferença entre as médias dos diferentes testes de extração.  

 

4.3  Descrição do ascarel e padrões  

 O Ascarel, mistura de bifenilas policloradas (PCB) e triclorobenzenos (TCB), é 

um óleo de coloração amarelo citrino, pouco viscoso e aparência límpida. No caso 

específico desse trabalho, o ascarel foi proveniente da concessionária de fornecimento de 

energia elétrica BANDEIRANTES, situada na região de São José dos Campos. As 

referências do óleo que foram enviadas pela empresa foram as seguintes: TR-01 ETD 

JAC – Ref ano 1977 fab. BB – tipo TD3LF – no. série P 8775 NGE – TRTCM 30031.  

Também foram utilizados os padrões Aroclor 1016, 1221, 1232, 1242, 1248, 

1254, 1260, adquiridos da Sigma Aldrich. Foram preparadas soluções de 2 mg/L cada 

padrão Aroclor e injetadas em cromatografo gasoso para análise e comparação dos picos, 

que são característicos para cada padrão. 
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4.4  Método de análise e extração de PCB  

A determinação de PCB total e dos diferentes Aroclor foi realizada em 

cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard, 5890 series II equipado com detector de captura 

de elétrons (ECD) – coluna capilar Elite – 5 Perkin Elmer (30 m x 0,32 mm x 0,25 μm). 

Temperatura inicial do forno: 100 
o
C a 160 °C (2 minutos), a 15 °C/min até 235 C e até  

270°C (36 min.) a 5 °C/min. Temperatura do injetor de 280 
o
C (splitless) e do detector de 

300 C. 

O detector de captura de elétrons é uma ferramenta extremamente sensível na 

análise de compostos organoclorados e amplamente utilizado na rotina da maioria dos 

laboratórios de pesquisa (Shibamoto, 1998).  

 

 

4.5  Composição do meio de cultura 

Em todas as fases do trabalho experimental foi utilizado meio de cultivo 

Angelidaki (Angelidaki et al., 1990), e solução de vitaminas (Wolin et al., 1963) (Tabela 

4.1). O meio de cultura, solução de vitaminas, solução de bicarbonato de sódio e etc. 

foram preparados de acordo com as técnicas para a manipulação de anaeróbios estritos 

como descritos por Vazoller (1995). As soluções foram esterilizadas em membrana de 

0,22 um ou por autoclavação. Bicarbonato de sódio (10%) foi adicionado para tamponar o 

meio.  
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Tabela 4.1 Composição do Meio Angelidaki 

Componente 

Concentração 

Estoque  

(g/L) 

Volume 

(mL) 

1. Meio basal (Angelidaki et al., 1990) 

Solução A * 

NH4Cl 100 

10 
NaCl 10 

MgCl2·6H2O 10 

CaCl2·2H2O 5 

Solução B ** 

K2HPO4·3H2O 200 2 

Solução C (metais traços e selenito)* 

FeCl2·4H2O 2 

1 

H3BO3 0,05 

ZnCl2 0,05 

CuCl2·2H2O 0,038 

MnCl2·4H2O 0,05 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0,05 

AlCl3 0,05 

CoCl2·6H2O 0,05 

NiCl2·6H2O 0,092 

EDTA 0,5 

HCl concentrado 1 mL 

Na2SeO3·5H2O 0,1 

2. Vitaminas (Wolin et al., 1963)* 

Ácido fólico 0,010 

2 

Ácido p-aminobenzóico 0,025 

Ácido pantotênico 0,025 

Ácido tióico 0,025 

Biotina 0,010 

Vitamina B1 (Tiamina) 0,025 

Vitamina B2 (Riboflavina) 0,025 

Vitamina B5 (Nicotinamida) 0,025 

Vitamina B6 (Piridoxina) 0,050 

Vitamina B12 (Cianocobolamina) 0,0001 

Método de esterilização:* (filtração em membrana) e **(autoclavação)  
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4.6 Inóculo 

O inóculo utilizado em todas as fases deste trabalho, foi proveniente de reator 

anaeróbio de manta de lodo e escoamento ascendente (UASB) utilizado no tratamento de 

água residuária de avicultura (Avícola Dacar -Tietê -SP). Antes de ser utilizado, o lodo 

foi  homogeneizado em liquidificador e submetido a fluxo de N2 (100%) por 10 minutos.  

A maioria dos trabalhos de degradação anaeróbia de compostos tóxicos utiliza 

inóculo previamente adaptado.  Porém, no presente trabalho foi utilizado inóculo não 

adaptado ao ascarel. Esse inóculo foi usado no Laboratório de Processos Biológicos em 

pesquisas sobre degradação anaeróbia de compostos, tais como, BTEX, benzeno, tolueno, 

PCP (De Nardi, 2002, Ribeiro, 2005, Cattony, 2005 e Gusmão, 2005). Este inóculo 

possui boa diversidade microbiana, o que o torna excelente para a utilização em reatores 

para a degradação de compostos tóxicos (Hirasawa, 2007).  

 

 

4.7  Potencial Metanogênico de reatores em batelada contendo ascarel 

 Dois ensaios de Potencial Metanogênico foram realizados, sendo um deles com 

esgotamento da matéria orgânica e o outro sem o prévio esgotamento. Nos dois casos 

foram usadas diferentes fontes de carbono (etanol e formiato), bem como diferentes 

meios suportes (espuma de poliuretano, carvão vegetal) ou biomassa suspensa com a 

finalidade de definir a condição nutricional mais adequada para utilizar no reator contínuo 

de leito fixo. Porém, por ser um óleo pouco solúvel houve a necessidade de se realizar 

outros ensaios para a seleção de solvente apropriado ao ascarel, inclusive a realização de 

ensaio para a avaliação do Potencial Metanogênico em reatores contendo ascarel e 

diferentes solventes. 
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4.7.1   Ensaio 1 - Potencial metanogênico com diferentes materiais 

suportes e doadores de elétrons 

 O potencial metanogênico foi avaliado em diferentes suportes, tais como, espuma 

de poliuretano, carvão vegetal, além de testes com a biomassa em suspensão. Este ensaio 

foi realizado em duas ocasiões, uma delas, com esgotamento da matéria orgânica e a outra 

sem esgotamento, com a diferença de que foram inseridas mais duas condições com 

biomassa em suspensão e formiato (reator 11 - com etanol e reator 12 – com ascarel) no 

ensaio com esgotamento da matéria orgânica.  

 Nas duas etapas foi avaliado o potencial metanogênico em reatores em batelada 

contendo ascarel. Os reatores foram preparados em frascos antibióticos (triplicata) de 100 

mL (volume reacional de 50 mL), sendo 50 mL de headspeace N2/CO2 (70/30%), 

vedados com tampas em Teflon e lacres de alumínio, de acordo com as técnicas de 

manipulação anaeróbia estrita descrita por Vazoller (1995), Os frascos reatores continham 

meio de cultura Angelidaki (Angelidaki et al. 1990), inóculo (10%) e dois diferentes 

materiais suporte (carvão vegetal e espuma de poliuretano) e outros com biomassa em 

suspensão; com ou sem etanol como solvente e formiato como fonte de carbono (co-

substrato). A quantidade de material suporte foi calculada de acordo com a área 

supercifial. Os reatores foram incubados em estufa com agitação orbital de 150 rpm e 

temperatura de 30 
o
C. A composição detalhada de cada reator encontra-se descrita na 

Tabela 4.2. A melhor condição obtida para a degradação de PCB foi utilizada na 

alimentação do reator anaeróbio de leito fixo com células imobilizadas em espuma de 

poliuretano.  

A avaliação da degradação foi feita pela quantificação indireta por meio da análise 

de metano com auxílio de cromatógrafo gasoso Gow Mac – Series 150, equipado com 

detector de condutividade térmica e coluna de aço inox Poropak Q, de 1/8” X 2m, 

temperatura do injetor igual a temperatura da coluna de 50 
o
C, e temperatura do detector 

de 80 
o
C. O volume de amostra injetado foi de 1000 µL (1,0 mL). A retirada do gás 

presente nos frascos foi realizada com seringa de 1,0 mL, a cada duas horas no primeiro 

dia, a cada três horas no segundo dia, três vezes por dia na primeira semana e uma vez ao 

dia na segunda semana.  

  



Tabela 4.2 Componentes dos reatores do ensaio 1   

Reator Material suporte/ 

Biomassa 

Inóculo 

(mL) 

Meio Angelidaki 

(mL) 

Sulfeto sódio 

5% 

(mL) 

Etanol (46 g/L) 

(mL) 

Ascarel 

( mL) 

Formiato (mL) 

(10 mM - 680 

mg/L) 

1(controle) Suspensão 5,0 44,7 0,3 - - - 

2 Suspensão 5,0 44,2 0,3 0,5 - - 

3 Suspensão 5,0 43,7 0,3 0,5 0,5 - 

4 Suspensão 5,0 44,2 0,3 - 0,5 - 

5 Espuma Poliuretano  5,0 43,4 0,3 0,5 0,5 0,3 

6 Espuma Poliuretano  5,0 43,9 0,3 - 0,5 0,3 

7 Carvão vegetal 5,0 43,4 0,3 0,5 0,5 0,3 

8 Carvão vegetal  5,0 43,9 0,3 - 0,5 0,3 

9 Espuma Poliuretano  5,0 44,4 0,3 - - 0,3 

10 Carvão vegetal 5,0 44,4 0,3 - - 0,3 

11 Suspensão 5,0 43,9 0,3 0,5 - 0,3 

12 Suspensão 5,0 43,9 0,3 - 0,5 0,3 

Os reatores 11 e 12 foram utilizados somente no ensaio com esgotamento da matéria orgânica. 

 



A massa de material suporte foi determinada pela comparação da área superficial dos 

suportes utilizados, considerando os valores do laudo fornecido pelo CCDM – UFSCar 

(certificado de ensaio AMPO5 – 000129 BET – determinação da Área Superficial) Tabela 

4.3. 

 

 

Tabela 4.3 Área superficial dos suportes (CCDM – UFSCar) 

Material suporte Area superficial (m
2
/g) Massa (g) 

Espuma 43.8 0,26* e 0,62** 

Carvão vegetal 3.5 0,33 

(*) ensaio com suportes e (**) ensaio com solventes 

 

 

4.7.2  Solventes para solubilização do PCB  

 No ensaio de solubilização do ascarel foram utilizados os seguintes solventes: DMSO 

(dimetilsulfóxido), dioxano, SDS (10%), Tween 80, ácido fórmico, ácido acético, metanol, 

hexano/acetona (1:1), etanol, Triton X-100 (10%, 1%, 0,1% e 0,01%), acetona e hexano. 

Ensaio controle foi confeccionado, sem solvente, contendo somente ascarel (Tabela 4.4). 

Inicialmente, colocou-se num tubo de vidro, com tampa contendo teflon, 0,5 mL de ascarel, 

1,0 mL de cada solvente separadamente e agitou-se em vórtex e então, adicionou-se 

lentamente sob agitação, 10 mL de meio de cultura Angelidaki para observação da 

solubilizaçao ou não do ascarel. 

 Após a realização dessa fase do teste com os diferentes solventes, pesou-se quantidade 

equivalente de espuma (0,15 g de espuma) para 10 mL de meio Angelidaki. Os frascos foram 

agitados em vórtex para proporcionar a adsorção do ascarel à espuma e permaneceram sob 

agitação lenta em estufa sob agitação orbital de 150 rpm, a temperatura de 30
o 

C por 12 horas. 

Após este período, foi realizada extração do PCB, com hexano/H2SO4/Florisil/Sílica.   
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Tabela 4.4 Solventes utilizados no ensaio 2  

Reator Solvente Reator Solvente 
 
1 

Controle 
(sem solvente) 

 

 
9 

Hexano/Acetona 
(1:1) 

2 DMSO 
 

10 Etanol 

3 

 

Dioxano 11 Triton X-100 (10%) 
 

4 

 

SDS (10%) 12 Triton X-100 (1%) 
 

5 

 

Tween 80 13 Triton X-100 (0.1%) 
 

6 

 

Ácido Fórmico 14 Triton X-100 (0.01%) 

7 Ácido Acético 15 Acetona 
 

8 Metanol 16 Hexano 

 

 

4.7.3  Ensaio 2 - Potencial metanogênico com ascarel e diferentes solventes 

 Esses ensaios foram realizados com metanol, Triton X-100 e ácido fórmico para 

solubilização do ascarel em reatores em batelada contendo espuma de poliuretano como 

material suporte.  

 Os reatores foram preparados da mesma maneira que o primeiro ensaio de potencial 

metanogênico, em triplicatas de frascos antibióticos de 100 mL (volume reacional de 50 mL), 

50 mL de headspeace N2/CO2 (70/30%), vedados com tampas em Teflon e lacres de alumínio, 

de acordo com as técnicas de manipulação anaeróbia estrita descrita por Vazoller (1995). Os 

frascos reatores continham meio de cultura Angelidaki (Angelidaki et al. 1990), 0,5 mL de 

inóculo e 0,62 g de espuma de poliuretano, e incubados em estufa com agitação orbital (150 

rpm) a temperatura de 30 
o
C. A composição detalhada de cada reator encontra-se na Tabela 

4.5. O prévio esgotamento da matéria orgânica foi observado através da diminuição da 

produção de metano em cromatógrafo gasoso Gow Mac – Series 150, equipado com detector 

de condutividade térmica, três vezes ao dia. 
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 Após uma semana, as fontes de carbono (etanol, formiato ou acetato), ascarel e 

solventes foram adicionados aos reatores, posteriormente à estabilização da diminuição da 

produção de metano. A determinação de metano foi realizada a cada duas horas no primeiro 

dia e a cada 3 horas no segundo dia e depois três vezes ao dia (manhã, tarde e noite). 

 

 

4.8  Avaliação do potencial metanogênico  

 A concentração de metano presente no headspace (volume livre) do biogás dos 

reatores em batelada foi determinada para avaliar o potencial da produção de metano da 

biomassa na presença ou não de ascarel e uma fonte de carbono (formiato ou etanol).  

Com a finalidade de se manter a produção acumulada de gás os frascos não foram 

despressurizados a cada retirada de amostra. Os valores de STV foram analisados nas 

diferentes condições com relação ao meio suporte e fonte de carbono e apenas nos reatores 

que não continham ascarel, pois com a elevação da temperatura acima de 300 
o
C,  pode haver 

a liberação de dioxinas (compostos tóxicos), portanto, este procedimento foi evitado. 

A conversão dos valores das áreas de metano alcançadas a mmols de CH4 foi realizada 

por meio da equação da reta padrão nas condições normais de temperatura e pressão (CNTP). 

Os valores de metano obtidos para o volume de amostragem (1 mL) foram convertidos para o 

volume livre de cada frasco, a partir da equação 1: 

 

    No. de mols de CH4 no      =     [CH4] amostra (mmol)  X volume do headspeace (mL) 

     headspeace (mmol)                    volume injetado da amostra 

  

Os ajustes dos dados da produção de metano por sólidos totais voláteis foram realizados 

utilizando-se o programa Microcal Origin


 através da sigmóide de Boltzmann, utilizando o 

algoritmo de otimização de Levenberg-Marquardt e posterior análise diferencial para 

determinar a velocidade máxima de produção de metano. 



Tabela 4.5. Composição dos reatores do ensaio 3   

Reatores Meio 

suporte 

 

Inóculo 

(mL) 

Meio 

Angelidaki 

(mL) 

Redutora sulfeto 

de sódio 5% 

SOLVENTE 

(mg/L) (0,5 mL) 

Ascarel 

(mL) 

Fonte de 

carbono  
10 mM 

1 
(controle) 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

44,7 

 

 

0,3 

 

- 
 - 

- 

2 
(controle) 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,6 

 

 

0,3 

 

- 
 

0,5 

 
Etanol / Formiato 

 

3 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

METANOL 

1,6 g/L 

 

0,5 

 
Etanol/ Formiato 

 

4 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

METANOL 

790 mg/L 

 

0,5 

 
Etanol/ Formiato 

 

5 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

METANOL 

395 mg/L 

 

0,5 

 
Etanol/ Formiato 

 

6 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

TRITON 100 X (10%) 

(1:1) 

 

0,5 

 
Etanol/ Formiato 

 

7 

 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

 

0,3 

 

TRITON 100 X (10%) 

(1:10) 

 

 

0,5 

 
Etanol/ Formiato 

 

8 

 

 

ESPUMA 

 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

ACIDO FÓRMICO 

1,2 g/L 

 

0,5 

 
Etanol/ Acetato 

 

9 

 

ESPUMA 

 

 

5,0 

 

43,1 

 

0,3 

 

ÁCIDO FORMICO 

600 mg/L 

 

0,5 

 
Etanol/ Acetato 
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4.9  Operação do RAHLF  

Um reator horizontal de leito fixo (RAHLF), preenchido com espuma de poliuretano e 

inóculo, foi utilizado para a remoção de ascarel (Figura 4.5). O reator foi confeccionado em 

vidro boro-silicato com 1,0 m de comprimento (L) e 5,0 cm de diâmetro interno (D), com 

relação comprimento por diâmetro (L/D) de 20 e volume total de 2000 mL. O reator foi 

instalado no Laboratório de Processos Biológicos (LPB), em câmara climatizada (301ºC). 

Na parte superior foram colocados os pontos de amostragem para coleta e saída de gás. Ao 

longo do comprimento do reator foram instalados cinco pontos de coleta, colocados em 

posições correspondentes a L/D de 1, 5, 10, 14, 19, por onde as amostras líquidas e de 

biomassa imobilizada foram coletadas.  

O tempo de detenção hidráulica (TDH) foi de 24 horas, baseado no volume útil de 800 

mL. O meio Angelidaki contendo as fontes de carbono e ascarel solubilizado em Triton X-

100, foi mantido sob agitação (200 rpm) em frasco de alimentação de volume reacional total 

de 4 L, sob refrigeração (4 
o
C) e enviado ao RAHLF através de bomba peristáltica (Minipuls 

3
®
, Gilson

®
)  com vazão de 33,3 mL/h. Inicialmente, fase de adaptação da biomassa, o reator 

foi alimentado somente  com meio de nutrientes Angelidaki, solução tampão de bicarbonato 

de sódio 10% e as fontes de carbono (10 mM),  etanol (460 mg/L), metanol (790 mg/L) e 

formiato (680 mg/L).   

 

 

4.9.1 Análises físico-químicas de monitoramento 

Análises físico-químicas e cromatográficas foram realizadas em amostras coletadas do 

RAHLF, cujos parâmetros, métodos, freqüência encontram-se descritos na Tabela 4.6. As 

análises cromatográficas para a determinação da concentração de PCB foram adaptadas a 

partir do método descrito por Quensen et al. (1988). 
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Figura 4.4. Esquema do reator anaeróbio horizontal de leito fixo (RAHLF) em escala de 

bancada. 

 

 

 

Tabela 4.6 Freqüência das análises 

Parâmetro unidade Método Freqüência  Referências  

pH  

 

 Potenciométrico 1 x semana APHA (2005) 

DQO bruta  

 

mg/L Espectrofotométrico 2 x semana  APHA (2005) 

Metano  

 
mol/L Cromatográfico (CG) 2 x semana  

Ácidos Voláteis 

Totais  

mgHAc/L Titulométrico 1 x semana Dillalo e Albertson 

(1961) 

Alcalinidade 

  

mgCaCO3/L Titulométrico 1 x semana Dillalo e Albertson 

(1961) modificado por 

Ripley et al. (1986) 

PCB  

 

mg/L Cromatográfico (CG) 2 x semana  Quensen et al. (1990) 

Ácidos voláteis  mg/L Cromatográfico 

(CG) 

2 x semana Moraes et al. (2000) 

Vazão  mL/h Volumétrico Diariamente  
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4.10  Caracterização da diversidade microbiana 

 

4.10. 1  Exames microscópicos 

 

4.10.1.1 Microscopia óptica e de fluorescência  

 As amostras dos reatores foram observadas em lâmina contendo ágar 2% e recobertas 

por lamínula. As análises microscópicas foram realizadas em microscópio Olympus BX60, de 

contraste de fase e de fluorescência, em câmera de captura de imagem acoplada e software 

Image Pro Plus. Tabela com morfologias e freqüência de observação foi elaborada para cada 

amostra analisada. 

 

4.10.1.2  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 As amostras do RAHLF foram analisadas em microscópio eletrônico de varredura do 

IFSC e do LCE/DEMA/UFSCar. Alíquotas de cubos de espuma de poliuretanos foram 

coletados e colocados em solução de 2,5 mL GTA (Glutaraldeído) e tampão fosfato (0.1 M 

pH 7.3 mL), em geladeira por 12 horas;  banhados por 3 vezes (10 minutos cada) em solução 

tampão fosfato (0,1 M) pH 7,8;  desidratadas em solução etanólica (50%, 70% , 80%, 90%, 

95% e 100%) por 10 minutos. As espumas foram cortadas ao meio e coladas ao suporte 

metálico, secas em estufa a 60 
o
C, armazenadas em dessecador e  submetidas a banho de ouro 

antes de serem analisadas (Araújo, 2001). 
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4.10.2 Análises filogenéticas 

A diversidade microbiana referente à biomassa dos reatores em batelada e reator 

anaeróbio horizontal de leito fixo (na fase de adaptação e nos perfis) foi avaliada usando-se a 

técnica de PCR/DGGE. As Bandas resultantes do DGGE foram recortadas e amplificadas 

pelo PCR e seqüenciadas para análise filogenética. A Figura 4.6 mostra um esquema das 

análises realizadas. 

  

Figura 4.5 Fluxograma experimental da análise filogenética da comunidade microbiana  

 

 

4.10.2.1 Coleta de amostra e Extraçao de DNA 

 A coleta das amostras dos reatores em batelada se deu após o término da operação e no 

caso do RAHLF, as espumas foram coletadas antes do acréscimo do ascarel, no primeiro 

perfil, segundo perfil e no término da operação. As amostras foram centrifugadas com tampão 

PBS (1X) e armazenadas a temperatura de – 20 
o
C.  

O procedimento de extração do DNA genômico foi realizado de acordo com o método 

de Griffiths et al. (2000) modificado. As amostras de DNA foram observadas em agarose gel 

(0,8%) eletroforético. 
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4.10.2.2 PCR/DGGE 

Para primers filogenéticos do Domínio Bacteria (968 FGC e 1392 R) foram utilizadas 

as condições de amplificação descritas por Nielsen et al. (1999) e para primers do Domínio 

Archaea (1100 FGC e 1400 R) foram utilizadas as condições descritas por Kudo et al. (1997). 

Para o Domínio Bactecia também foram utilizados os primers 341 FGC e 518 R de acordo 

com Muyzer et al., 1993 (Tabela 4.7). O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 

1,4 % para ser utilizado na eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) segundo 

Muyzer et al. (1993).  

Tabela 4.7  Primers utilizados no PCR/DGGE 

Grupo de 

Microrganismos 

Primers  Referência 

Archaea 1100 F (5-AAC CGT CGA CAG TCA GGY 

AAC GAC CGAG–3’) 
1400 R (5-CGC CCG CCG CGC GCG GGG 

GCG GGG GCA CGG GGGG–3’) 

Kudo et al. (1997) 

Bacteria 968 F (5’-AAC CGC GAA GAA CCT TAC–3’) 
1392 R (5’- AACG GGC GGT GTG TAC–3’) 

Nielsen et al. (1999) 

Bacteria Muyzer 341 R (5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG–3’) 
518 R (5’-ATT ACC GCG GCT GG–3’) 

Muyzer et al. (1993) 

 

 

Para as reações de amplificaçao do fragmento do 16S rRNA  (PCR) foram usados 0,5 

µM de cada primer, 5 µM de dNTPs (Invitrogen), (0,5 µL) 1 Unidade de Taq DNA 

polymerase (Invitrogen), e aproximadamente 2 µL de DNA genômico. O programa para 

amplificação do gene 16S rRNA  seguiu as etapas que são mostradas na Tabela 4.8. 

 

 

Tabela 4.8 Programação da reação de PCR para amplificação do RNAr 16S  
Domínio Desnaturação 

inicial 

No. 

ciclos 

Desnaturação 

 

Anelamento 

 

Extensão 

 

Extensão final Resfriamento 

Archaea 
 

 

94 
o
C 

5 minutos 
35 94 

o
C 

1 minuto 
55

 o
C 

1 minuto 
72

 o
C 

1 minuto 
72 

o
C 

7 minutos 
4

 o
C 

∞ 

Bacteria 

e 

Muyzer  

94 
o
C 

7 minutos 

 

35 94 
o
C 

45 segundos 
55 

o
C 

45segundos 
72 

o
C 

1 minuto 
72 

o
C 

10 minutos 
4

 o
C 

∞ 
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O produto da PCR, com o grampo GC, foi utilizado para o DGGE e o preparo das 

placas foi realizado de acordo com Sakamoto (2001). Para o Dominio Archaea, o gradiente de 

concentração de gel utilizado foi de 40% e 70%. Para o Dominio Bacteria foi usado gradiente 

de 45% e 65% (Muyzer et al. 1993). As soluções do gel gradiente desnaturante foi preparada 

com gel acrilamida (40%), solução TAE 50X, formamida e uréia. Para as placas de gel foram 

utilizados 14 mL do gel na concentração almejada, 100 µL de APS 10% (persulfato de 

amônia) e 10 µL de Temed (tetrametiletilenodiamina). 

As placas solidificadas do gel foram transferidas para a cuba eletroforética contendo 

140 mL de TAE 50X em 7 L de água ultra-purificada. As amostras foram aplicadas nos poços 

do gel (24 µL de amostra e 6 µL de corante para DGGE) e permaneceram na cuba (75 Volts) 

a 65 
o
C por 16 horas. Transcorrido o tempo de corrida, os géis foram transferidos para uma 

bandeja com água destilada e brometo de etídio por 15 minutos e então, foi observada em 

fotodocumentador Eagle Eye TM III (Stratagene) sob exposiçao a 254 nm UV, acoplada a 

computador com o programa Eagle Sight para análise e armazenamento das imagens. 

 

 

4.10.2.3 Sequenciamento e análise das sequencias do 16S rRNA 

As bandas do DGGE foram recortadas e transferidas para eppendorf contendo 50 µL 

de tampão (10 mM Tris-HCI, pH 8,0) e armazenadas em temperatura de 4 
o
C por 24 horas. 

Posteriormente, os fragmentos de DNA foram amplificados pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e o seu produto foi purificado utilizando-se o Kit de purificação GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification da GE Healthcare. O produto do PCR purificado foi 

submetido à reação de seqüenciamento com 2 µL de template, 3 µL de água ultra-purificada 

esterilizada, 3 µL de primer 10 pMol, 1 µL do tampão Save Money e 1 µL de  Big dye. O 

programa do termociclador utilizado foi o seguinte: 94 
o
C por 2 minutos para desnaturação 

inicial, e mais 35 ciclos de 94 
o
C por 15 segundos (desnaturação), 50 

o
C por 15 segundos 

(anelamento) e 60 
o
C por 2 minutos (extensão), enfim 4 

o
C ∞ para resfriamento.   

As amostras foram precipitadas com 40 µL de isoprapanol 65% por 30 minutos a 

14000 rpm e lavadas com 200 µL de etanol 60% por 5 minutos a 14000 rpm. As amostras 
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foram armazenadas a -20 
o
C e ressuspendidas com 15 µL de formamida e choque térmico (95 

o
C por 5 minutos e 4 

o
C antes de serem colocadas no seqüenciador ABI PRISM 310. 

As seqüências parciais de 16S rRNA  obtidas foram analisadas no programa Seqman 

(Lasergene DNA Star) e comparadas com as seqüências de organismos representados na base 

de dados do Genbank (http:www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se a ferramenta Basic Local 

Aligment Search Tool (BLASTn). Os nucleotídeos alinhados foram utilizados para construir a 

árvore filogenética de consenso utilizando o algoritmo de Neighbor-joining (Saitou et al. 

1987) do software Mega versão 5.0 (Tamura et al. 2011). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1  Avaliação dos protocolos de extração de PCB 

O método de Quensen et al. (1988) serviu como base para a análise de PCBs, no 

entanto, testes preliminares foram realizados para adaptação do método na otimização da 

análise de ascarel em reator anaeróbio de leito fixo contendo espuma de poliuretano. Foram 

utilizados 1,3,5-TCB como surrogate (padrão adicionado no início da extração para 

verificação da perda ocorrida no processo)  e  octacloronaftaleno (OCN)  como padrão 

interno. O acréscimo de ácido sulfúrico, após a adição de n-hexano, à etapa inicial de extração 

propiciou melhor retirada de impurezas da amostra de ascarel. Portanto, esta etapa foi mantida 

no procedimento de extração. A submissão da amostra ao ultrassom por 15 minutos foi 

adicionada ao processo de extração, bem como, uma camada de sílica foi acrescentada à 

coluna de Florisil/Cu na etapa de purificação da amostra. 

Após análise comparativa (em cromatografia gasosa) da concentração de PCB nas 

diferentes condições que foram testadas, escolheu-se o método de extração 

Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica, pois apresentou valor da concentração de PCB (no ascarel) 

mais alto.  Os valores médios da concentração de PCB para os diferentes testes de extração 

foram 642,22 mg/L para o método com Hexano/Florisil/Sílica, 687,97 mg/L para o método 

Florisil/Sílica e 733,29 mg/L para o método de Quensen. Por meio da Análise de Variância 

(ANOVA) one-way e teste estatistico Tukey constatou-se que não houve diferença 

significativa dos valores médios de concentração para os quatro métodos de extração 

analisados (Tabela 5.1). 

Tabela 5.1  Concentração total de PCB no Aroclor para os diferentes testes de extraçao 

Métodos de 

Extração 

 

Áreas 

Cromatográficas 

(média) 

DESVIO 

PADRÃO 

+  

Repetitividade 

(R) 

 

Concentração de 

PCB (mg/L) 

Hexano/Florisil/ 

Sílica 

4521020 

 
1096327 

 

452104.025 

 

642,22 

Hexano/Florisil 

 

4840695 

 
458315.6 

 

484071.495 

 

687,97 

 

Quensen 

 

5157290 

 
421598.8 

 

515730.97 

 

733,29 

Hexano/H2SO4/ 

Florisil/Sílica 

5955841 

 

895356.9 
 

595586.075 

 
847,59 
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A partir dos  cromatogramas resultantes dos quatro diferentes métodos de extração 

foram plotados os valores das áreas de PCB (Figuras 5.1 a 5.4). Observou-se que os maiores 

picos de área relativa de PCB foram obtidos com o método de extração com n-hexano e ácido 

sulfúrico e uma camada de Sílica/Florisil/Cu na etapa de purificação do extrato.  
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Figura 5.1 Áreas de PCB do ascarel dos cromatogramas obtidos no Método de 

Hexano/Florisil/Silica. 
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Figura 5.2 Áreas dos cromatogramas de PCB do ascarel obtidas no Método de Quensen. 
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Figura 5.3 Áreas dos cromatogramas de PCB do ascarel obtidas no Método de 

Hexano/Florisil.  
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Figura 5.4 Áreas dos cromatogramas de PCB do ascarel obtidas no Método de 

Hexano/H2SO4/Florisil/Silica  

 

O método de extração Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica foi utilizado em todas as fases 

deste trabalho para a análise da concentração de PCB do ascarel, inclusive para a confecção 

da curva de calibração, que foi realizada nas mesmas condições aplicadas às amostras. 
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5.1.1 Padrão de PCB 

 Os valores das áreas dos picos das amostras dos padrões de Aroclor 1016 e 1260 (2 

mg/L) são apresentados a seguir (Figura 5.5). Para cada padrão de PCB obteve-se perfil 

cromatográfico característico. Os padrões 1016 e 1260 foram utilizados para a elaboração da 

curva de calibração, por apresentarem a maioria dos picos dos outros padrões de PCB (1232, 

1242, 1248, 1254 e 1221) (Figuras 5.6 e Figura 5.7). Os cromatogramas brutos destes padrões 

encontram-se no Anexo I. 

As áreas observadas no início do cromatograma podem ser referentes aos ruídos do n-

hexano. Bem como, o surrogate 1,3,5-TCB apareceu por volta de 5 minutos e OCN 

(octacloronaftaleno) aos 34 minutos. Após uma comparação dos cromatogramas dos padrões 

com o perfil encontrado nos cromatogramas do ascarel, observou-se que era muito semelhante 

à mistura dos padrões 1260 e 1016, constatando que o ascarel pode conter misturas de 

diferentes padrões de Aroclor (Poster et al. 2004, Martínez et al. 2005).  

Como o padrão de áreas do ascarel utilizado neste trabalho é muito parecido com 

padrões de Aroclor 1016 e 1260 (Figura 5.8), de acordo com a ABNT NBR 13882:2008, 

esses dois padrões foram efetivos para a realização da curva de calibração. 
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Figura 5.5 Áreas cromatográficas dos padrões Aroclor (2,0 mg/L) 1016 (a) e 1260 (b)  
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(d) 

 

Figura 5.6 Áreas cromatográficas dos padrões Aroclor (2,0 mg/L) 1232 (a), 1242 (b), 1248 (c) e 1254 (d)  
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Figura 5.7 Áreas cromatográficas do padrão Aroclor 1221 (2,0 mg/L) 
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Figura 5.8 Áreas cromatográficas da mistura dos padrões 1016 e 1260 (2mg/L) 

 

A curva de calibração foi elaborada em triplicatas, a partir da mistura dos padrões 

1016 e 1260 para 1 mg/L, 2mg/L, 5mg/L, 10mg/L e 20mg/L (Figura 5.9). A linearidade do 

detector foi determinada a partir da soma das áreas dos picos de PCBs. Os picos de menor 

área relativa foram desconsiderados. As condições de extração, purificação e análise 
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cromatográfica aplicadas aos padrões para execução da curva de calibração foram as mesmas 

utilizadas para as amostras provenientes dos reatores anaeróbios.  

 

 

Figura 5.9 Curva de calibração da mistura dos Padrões 1016 e 1260 

 

5.2  Potencial Metanogênico de reatores em batelada contendo Ascarel 

Angelidaki et al. (2009) realizaram ensaio visando validar método de potencial 

metanogênico. Os autores verificaram que diferentes inóculos podem ser utilizados, inclusive 

lodo granulado de reator UASB. Além disso, verificaram também que a matéria orgânica 

residual deve ser esgotada previamente em período de 2 a 5 dias. Assim, neste ensaio de 

potencial metanogênico foi utilizado inóculo procedente de UASB utilizado no tratamento de 

água resíduária de avicultura, por possuir excelentes características na degradação de 

compostos tóxicos (Gusmão, 2005). 

A avaliação indireta da degradação anaeróbia de PCB foi verificada em teste de 

potencial metanogênico com biomassa imobilizada em material suporte.  Neste trabalho foram 

usados dois materiais suportes: carvão vegetal e espuma de poliuretano. Os PCBs possuem 

propriedades adsorventes (Hutzinger et al. 1974), Deste modo, o material suporte mais 

adequado são aqueles com alto grau de superfície de contato. Todavia, há poucos trabalhos na 

literatura relativos ao uso de material suporte para imobilização de biomassa na degradação de 

PCB. Fava (1996) realizou ensaio comparando a utilização de pérolas de vidro e Triton X-100 

na degradação aeróbia de Aroclor 1221 por Pseudomonas sp. CPE1. O autor relatou que este 
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material suporte foi importante para a biodisponibilade dos PCB para os microrganismos. Na 

et al. (2000), caracterizaram bactérias que usaram PCB imobilizado em espuma de poliuretano 

e concluíram que as espumas podem adsorver rapidamente grandes quantidades de PCB. 

Além disso, os microrganismos aderidos ao biofilme foram capazes de degradar maior 

quantidade de PCB, em relação aqueles em suspensão.  

 A produção de metano foi utilizada para avaliar a degradação de PCB na presença de 

fontes de carbono (etanol 46 g/L e formiato 680 mg/L) adequadas para o desenvolvimento de 

bactérias anaeróbias e arquéias metanogênicas. O ascarel foi adicionado na proporção 1/100 

(v/v). Como o perfil da produção de metano foi muito semelhante nos ensaios sem ou com 

esgotamento da matéria orgânica, a produção de metano e análise de PCB foi realizada 

somente no ensaio com prévio esgotamento da matéria orgânica, como recomendado por 

Angelidaki et al. 2009. 

Nos reatores que não continham material suporte (biomassa planctônica), com ou sem 

ascarel e com etanol e/ou formiato como fonte orgânica (R2, R3 e R11), o valor máximo da 

produção de metano foi de 4,6 x 10
-6

 mmolCH4/mLgSTV, após 50 horas. No entanto, aqueles 

que continham somente formiato como fonte de carbono (R12), os valores (3,0 x 10
-4

 

mmolCH4/mLgSTV) foram alcançados após 2h. Nos reatores que continham espuma de 

poliuretano com etanol, formiato e ascarel (R5), com ascarel e formiato (R6), e somente com 

formiato (R9), a máxima produção de metano correspondeu, respectivamente a 3,9 x 10
-4

 

mmolCH4/mLgSTV (em 49 h); 2,2 x 10
-4

 mmolCH4/mLgSTV (5 horas) e 2,7 x 10
-4

 

mmolCH4/mLgSTV (2 h). Todavia, a menor produção de metano (8,2 x 10
-6

 

mmolCH4/mLgSTV, 39 h) foi obtida no reator que continha apenas ascarel, sem qualquer 

outra fonte de carbono ou material suporte.  

Nos reatores com carvão vegetal como suporte para biomassa, com ascarel, etanol e 

formiato (R7) os valores máximos foram de 2,1 x 10
-4

 mmolCH4/mLgSTV em 33 horas. No 

entanto, os reatores que continham ascarel e formiato (R8), ou somente formiato (R10) esses 

valores foram muito próximos (2,8 x 10
-4

 mmolCH4/mLgSTV), em 2 horas de ensaio. O 

formiato é fonte orgânica para arquéias metanogênicas hidrogenotróficas, portanto, era 

esperado que nos reatores (6, 8, 9, 12) que continham apenas este composto, tivessem maior 

produção de metano em menor tempo. Contrariamente, nos reatores que tinham como fonte de 

carbono o etanol (2, 3, 5, 7 e 11), molécula mais complexa que o formiato, maior tempo foi 
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necessário para ser metabolizado, provavelmente, em acetato, para posterior uso pelas 

arquéias metanogênicas acetoclásticas. 

Os ajustes dos dados foram realizados utilizando-se o programa Microcal Origin 

através da do método da sigmóide de Boltzman e posterior análise diferencial (Tabela 5.2).  

 

Tabela 5.2 Velocidade máxima da produção de metano do ensaio 1 com esgotamento da 

matéria orgânica  

Reator Material 

suporte 

Condição Velocidade Máxima 

(mmolCH4/mLgSTV) 

Tempo 

(horas) 

1 Suspensão controle 4,1 x 10
-6

 2 

2 Suspensão etanol 4,2 x 10
-4

 52,3 

3 Suspensão ascarel, etanol 4,1 x 10
-4

 49,2 

4 Suspensão ascarel 8,2 x 10
-6

 38,6 

5 Espuma de 

poliuretano 

ascarel, etanol, 

formiato 
3,9 x 10

-4
 49,2 

6 Espuma de 

poliuretano 

ascarel, formiato 2,2 x 10
-4

 4,7 

7 Carvão vegetal ascarel, etanol, 

formiato 
2,1 x 10

-4
 33,4 

8 Carvão vegetal ascarel, formiato 2,7 x 10
-4

 2 

9 Espuma de 

poliuretano 

formiato 2,4 x 10
-4

 2 

10 Carvão vegetal formiato 2,9 x 10
-4

 2 

11 Suspensão etanol, formiato 4,6 x 10
-4

 49,2 

12 Suspensão ascarel, formiato 3,0 x 10
-4

 2 

 

 A produção de metano pode ser observada nos gráficos, nos reatores do ensaio em que 

não foi realizado o prévio esgotamento da matéria orgânica, nos quais se acrescentou as fontes 

de carbono e ascarel no início do experimento (Figura 5.10) e no ensaio com o prévio 

esgotamento da matéria orgânica, procedeu-se a adição das fontes após seis dias (Figura 5.11). 

 No ensaio com esgotamento da matéria orgânica, obteve-se os mais baixos valores de 

produção média de metano para os reatores 1 (controle, somente meio e lodo) e 4 (com ascarel 

e sem fontes de carbono). 
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Figura 5.10 Produção de metano em função do tempo nos reatores em batelada do ensaio 1, 

sem esgotamento da matéria orgânica. Reatores em suspensão:- R1 (controle), R2 (etanol), 

R3 (ascarel, etanol), R4 (ascarel); Espuma de poliuretano:- R5 (ascarel, etanol, formiato), 

R6 (ascarel, formiato), R9 (formate); Carvão vegetal:- R7 (ascarel, etanol, formiato), R8 

(ascarel, formiato), R10 (formiato).  

   

Figura 5.11 Produção de metano em função do tempo nos reatores em batelada do ensaio 1, 

com esgotamento da matéria orgânica.  Reatores em suspensão:- R1 (controle), R2 (etanol), 

R3 (ascarel, etanol), R4 (ascarel), R11 (etanol, formato), R12 (ascarel, formiato); Espuma de 

poliuretano:- R5 (ascarel, etanol, formiato), R6 (ascarel, formiato), R9 (formate); Carvão 

vegetal:- R7 (ascarel, etanol, formiato), R8 (ascarel, formiato), R10 (formiato).  
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Os reatores 2, 3, 5 e 7, que continham etanol, como fonte orgânica foram os que 

tiveram a maior produção de metano, indiferente de conter ascarel, formiato ou material 

suporte. Nesses reatores obteve-se 2,1 x 10
-4

 a 4,6 x 10
-4

  mmol CH4/mLgSTV. Portanto, a 

presença de etanol influenciou a produção desse gás. No reator 7, com carvão vegetal, 

contendo ascarel, etanol e formiato observou-se diminuição da produção de metano após 80 

horas.  

No ensaio com esgotamento da matéria orgânica foram acrescentadas mais duas 

condições com biomassa planctônica (reatores 11 com etanol e formiato e reator 12 com 

ascarel e formiato). O perfil da produção de metano foi muito similar ao ensaio sem 

esgotamento da matéria orgânica, pois todos os reatores que continham etanol na sua 

composição tiveram a maior produção de metano.  

Portanto, no caso de se utilizar o ensaio apenas para monitoramento do processo de 

degradação, sem um maior aprofundamento do estudo do processo da produção de metano, o 

potencial metanogênico pode ser realizado sem o prévio esgotamento da matéria orgânica. 

O etanol contribuiu como fonte de carbono para o crescimento microbiano, como 

evidenciado pela produção de metano, que foi mais elevada em presença de etanol. Ao etanol 

também pode ser atribuído o papel de doador de elétrons, pois é oxidado a acetato, 

favorecendo a atividade das arquéias metanogênicas, e aumentando a eficiência do processo 

de descloração do PCB. O acetato produzido a partir da degradação de etanol com a liberação 

de íons hidrogênio pode ser observado na equação a seguir (equação 1): 

CH3CH2OH + H2O  →  CH3COO
-
 + 2 H2 + H

+                          
equação (1) 

Wiegel & Wu (2000) discutem sobre os fatores que podem afetar a degradação dos 

PCBs, como pH, temperatura, disponibilidade de fontes de carbono, H2 como doador de 

elétrons e a presença ou não de outro aceptor de elétrons além do PCB. Condições e fatores 

ambientais afetam o crescimento, bem como o metabolismo de diferentes microrganismos e 

com isso, influenciam a extensão e a velocidade de descloração do PCB. Além disso, a 

adsorção de PCB poderá ser diferente em solos e sedimentos. 

  A espuma de poliuretano foi selecionada como material suporte a ser utilizado nos 

ensaios seguintes por conter maior superfície de contato para auxiliar na adsorção do ascarel. 
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Observou-se que, mesmo na presença de Ascarel, a comunidade microbiana foi capaz de 

produzir metano, ou seja, provavelmente, o ascarel não inibiu as arquéias metanogênicas.  

As concentrações de PCB foram avaliadas, somente, nos reatores do ensaio com 

esgotamento da matéria orgânica. As amostras foram submetidas ao método de extração com 

Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica. Os picos das áreas realtivas de PCB dos cromatogramas foram 

plotados no programa Origin Pro8 para melhor visualização e padronização dos gráficos, sem 

os picos da linha de base. Os valores das principais áreas relativas foram somados e 

comparados com as concentrações da curva de calibração (Figuras 5.12 a 5.23), bem como o 

cromatograma da amostra inicial (Figura 5.24) 
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Figura 5.12 Cromatograma das áreas de PCB em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

suspensão controle (sem ascarel e fontes de carbono) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão 

OCN) 
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Figura 5.13 Cromatograma das áreas de PCB em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

suspensão (com etanol e sem ascarel) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.14 Cromatograma das áreas de PCB em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

suspensão (com etanol e ascarel) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.15 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de potencial 

metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em suspensão (com 

ascarel). (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.16 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de potencial 

metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em espuma de 

poliuretano (com etanol, ascarel e formiato). (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.17 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de potencial 

metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em espuma de 

poliuretano (ascarel e formiato) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.18 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção  do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

carvão vegetal (com etanol, ascarel e formiato) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.19 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção  do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

carvão vegetal (com ascarel e formiato). (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.20 Cromatograma das áreas em função do tempo de Retenção do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

espuma de poliuretano (com formiato) (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN). 
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Figura 5.21 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator com biomassa em 

carvão vegetal (com formiato (surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN)). 
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Figura 5.22 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do 

ensaio de potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator 

com biomassa em suspensão (com etanol e formiato). (surrogate – 1,3,5-

TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.23 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do 

ensaio de potencial metanogênico com diferentes materiais suportes: Reator 

com biomassa em suspensão (com ascarel e formiato). (surrogate – 1,3,5-

TCB e padrão OCN) 
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Figura 5.24 Cromatograma das áreas de PCB em função do tempo de retenção da amostra 

inicial dos ensaios em batelada (biomassa planctônica, com ascarel, etanol e formiato). 

(surrogate – 1,3,5-TCB e padrão OCN) 
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Desse modo, calculou-se a concentração total de PCB utilizando-se padrão 1016 e 

1260, para a amostra inicial e as finais (após 15 dias de operação) dos diferentes reatores de 

batelada (Tabela 5.3). 

 

    Tabela 5.3 Concentração total de PCB em Aroclor 1016 e 1260  

Reator Mateial 

suporte  

Substrato Concentração 

Total Final 

PCB 

(mg/L) 

Remoção 

de PCB 

(%) 

Metano 

(mmolCH4/mLgSTV) 

Inicial Suspensão  Etanol e 

Formiato 

600,7  - 

3 Suspensão Etanol 417,9 30,4 4,1 x 10
-4

  

4 

 

Suspensão Controle, 

sem fonte 

orgânica 

397,1 

 

33,8 8,2 x 10
-6

 

 

12 Suspensão Formiato 700,1 - 3,0 x 10
-4

 

5 Espuma de 

Poliuretano 

Etanol e 

formiato 

86,7 85,6 3,9 x 10
-4

 

6 Espuma de 

Poliuretano  

Formiato  349,7 41,7 2,2 x 10
-4

 

7 Carvão 

Vegetal 

Etanol e 

formiato 

494,7 17,6 2,1 x 10
-4

 

8 Carvão 

Vegetal 

Formiato  564,0 6,1 2,7 x 10
-4

 

 

A concentração de PCB em Aroclor 1016 e 1260, adicionada foi de 600,7 mg/L (reator 

inicial, com biomassa em suspensão, etanol e formiato). Após, 15 dias de operação observou-

se que nos reatores com biomassa em suspensão (R3, R4 e R12) a produção de metano foi 

favorecida devido a adição direta de formiato (R12) e indiretamente via etanol (R3), 

respectivamente, de 3,0 x 10
-4

 mmol CH4/gSTV e 4,1 x 10
-4

 mmol CH4/mLgSTV. No reator 

(R4), sem fonte orgânica, esse valor foi de 8,2 x 10
-6

 mmol CH4/mLgSTV. Provavelmente, 

essa produção de metano foi sustentada por alguns compostos orgânicos provenientes do 

inóculo. Em relação ao valor total final de ascarel (700,1 mg/L) verificou-se que no R12 

(formiato), a concentração foi próxima àquela adicionada; ou seja, formiato de sódio serviu 

apenas como fonte orgânica para sustentar metanogênese hidrogenotrófica. Nos demais 

reatores, R3 (etanol e ascarel) e R4 (sem fonte orgânica, mas com ascarel) foi verificado que 

parcela do ascarel adicionado (34%) foi degradado. Provavelmente, nesses reatores, os co-

substratos, etanol e aqueles provenientes do inóculo favoreceram essa possibilidade de 

degradação, quando comparado com formiato. 
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Nos reatores com espuma de poliuretano na presença de etanol e formiato (R5) ou 

somente com formiato (R6) ocorreu, provavelmente, adsorção do ascarel, tanto na superfície 

desse material, como, também no biofilme. Por conseguinte, maior remoção do tóxico nessa 

condição. Destaca-se, ainda, que a presença de etanol favoreceu a solubilização do óleo. 

Desse modo, no R5 obteve-se 85% de degradação de PCB do óleo, enquanto, naquele 

somente com formiato (R6) essa possibilidade foi de 42%. A maior produção de metano 

observada no R5 (3,9 x 10
-4

 mmol CH4/mLgSTV) justifica-se devido a presença de etanol e 

formiato, em relação ao R6 (2,2 x 10
-4

 mmol CH4/mLgSTV), somente com formiato. 

Nos reatores com carvão vegetal, com etanol, formiato e ascarel (R7) ou, somente, 

com formiato e ascarel (R8) a produção de metano foi semelhante àquele reator com espuma 

de poliuretnao e formiato (R6). Portanto, mesmo com a adição de etanol no R7, a 

metanogênese foi desfavorecida quando carvão vegetal foi usado como material suporte. 

Nessas condições nutricionais verificou-se apenas 12% de degradação do ascarel. Portanto, 

carvão vegetal não foi material suporte favorável à degradação do ascarel e metanogênese.  

Sob a luz dessas observações o material suporte mais adequado para imobilização da 

biomassa e degradação do óleo foi a espuma de poliuretano.  Além disso, a adição de etanol 

favoreceu a solubilização do ascarel, aumentando a disponibilidade do PCB. 

 

5.2.2 Análise da comunidade microbiana 
  

5.2.2.1 Exames microscópicos 

 

 Ao final do ensaio em batelada as amostras foram analisadas em microscópio óptico 

de contraste de fase e fluorescência. A presença de morfologias semelhantes a Methanosaeta, 

Methanosarcina, cocos, cocobacilos e bacilos fluorescentes e não fluorescentes foi 

confirmada nos exames microscópicos (Figura 5.25 e 5.26 e Tabela 5.4).  
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

(e) 
 

(f) 

Figura 5.25 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X): (a) cocobacilos, (b) 

bacilos e cocos; (c) Methanosaeta (d) bacilos fluorescentes; e (e), Methanosarcina em 

contraste de fase, (f) Methanosarcina em fluorescência 
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(a) (b) 

 

(c) 

 

(d) 

 (e) 

 

Figura 5.26 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X): (a) cocobacilos, (b) 

bacilos e filamentos (c) Methanosarcina em fluorescência; (d) Methanosarcina em contraste 

de fase; (e) cocos e bacilos.  

 

Nas amostras dos reatores com a maior produção de metano foi observado 

predominante diversidade de morfologias semelhantes as arquéias methanogênicas 
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acetoclásticas (Methanosaeta sp. e Methanosarcina sp.) e hidrogenotróficas (bacilos 

fluorescentes). Methanosaeta possui estrutura típica de células rodeadas por bainha tubular. 

Tais arquéias utilizam somente acetato como fonte de carbono (Bergeys, 2001), enquanto, 

Methanosarcina pode usar metanol, acetato, H2/CO2 e metilaminas como fonte de carbono 

(Bergeys, 2001). Hirasawa et al (2008) verificaram por meio de FISH (Hibridaçao in situ com 

Fluorescência) predomínio de arquéias metanogênicas (59,5%) em relação ao Domínio 

Bacteria (44,8%) no lodo granulado usado nesse trabalho como inóculo para ensaios de 

potencial metanogênico. 

 

Tabela 5.4 Frequência das morfologias nos reatores em batelada do ensaio 1  

MORFOLOGIA Reatores 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Methanosarcina sp. - ++ ++ + +++ ++ + - ++ ++ +++ + 

Methanosaeta sp. - +++ +++ + ++ +++ ++ + ++ ++ + ++ 

Bacilos fluorescentes - + + - ++ - - - - - ++ - 

Bacilos extremidade afilada - - - - - ++ - - - - - - 

Bacilos extrem. arredondada - + - + + + - + + + + + 

Bacilos delgados - + + - + + ++ + ++ + + + 

Bacilos esporulados - - - - - - - + - - - - 

Cocos (grandes) - ++ +++ - - - + - - - - - 

  (++++) predominantes, (+++) freqüentes, (++) pouco freqüentes, (+) raros, (-) não foram observados 

 

 

5.2.2.2 Análise filogenética 

 Após 15 dias de incubação, foram coletadas as amostras dos reatores do ensaio de 

Potencial Metanogênico (com diferentes materiais suportes e prévio esgotamento da matéria 

orgânica). Para o Dominio Bacteria, realizou-se somente o PCR/DGGE, com primers (968F – 

1392 R), porém, não foi possível amplificar as bandas recortadas do DGGE.  

Portanto, realizou-se, posteriormente PCR/DGGE com primers específicos (341 FGC 

– 518 R), descritos por Muyzer et al., (1993), porém não foi efetuado o seqüenciamento das 

bandas. Cada reator apresentou padrão de bandas que foi comparado com aquele obtido para o 

inóculo (Figura 5.27).  

 Por meio da análise do dendograma do DGGE pelo coeficiente de similaridade de 

Pearson, para o Domínio Bacteria (Figura 5.27), foi possível observar padrão de bandas 

específico para cada reator agrupado de acordo com o material suporte. Os reatores 7 (ascarel, 
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formiato e etanol) e 8 (ascarel e formiato), ambos, com biomassa imobilizada em carvão 

vegetal, apresentaram 90% de similaridade da comunidade microbiana. Estes reatores 

apresentaram 84% de similaridade com o reator 4, contendo ascarel e biomassa em suspensão. 

Deve-se destacar que em termos de degradação de PCB, obteve-se para esses três reatores as 

seguintes remoções, 18%, 6% e 34%, respectivamente. Portanto, nessa análise comparativa 

evidencia-se que ocorreu alteração das populações, sendo favorecidas aquelas com biomassa 

em suspensão e, por conseguinte, possibilitando maior remoção do tóxico. 

Os reatores com espuma de poliuretano R6 (ascarel e formiato) e R5 (ascarel, etanol e 

formiato) apresentaram similaridade de 94%. Nessas condições, a remoção de PCB foi de 

42% e 86%, respectivamente. Portanto, provavelmente, etanol presente somente no R5 

favoreceu a disponibilidade do ascarel obtendo-se maior remoção nessa condição. Todavia, a 

adição desse co-substrato não refletiu em alteração das populações de bactérias anaeróbias nos 

reatores, uma vez que foram similares em 94%. 

Os reatores 11 (etanol e formiato) e 12 (ascarel e formiato) com biomassa em 

suspensão, também ficaram agrupados com 88% de similaridade. Todavia, o reator 3 (ascarel 

e etanol), com biomassa em suspensão ficou mais distante dos outros, com similaridade de 

54%. Provavelmente, nessa última condição ocorreu seleção das populações de bactérias 

anaeróbias envolvidas na degradação do tóxico, uma vez que se obteve 30% de remoção. No 

reator 12, isso não aconteceu, porque a concentração de ascarel ficou praticamente a mesma.  

Obteve-se 84% de similaridade entre reator controle (R1) e inóculo, pois a condição 

imposta a este reator, sem ascarel, sem co-substrato ou material suporte, acarretou alterações 

na população bacteriana contida no inóculo. 

Para o reator 9 (espuma de poliuretano e formiato) e reator 10 (carvão vegetal e 

formiato) obteve-se similaridade de 94%. Portanto, não foi observada mudança brusca na 

diversidade de populações para essas condições, pois apesar de diferirem no material suporte, 

continham a mesma fonte orgânica. Para o reator 2 (biomassa em suspensão com etanol) 

obteve-se 84% de similaridade com os reatores 9 e 10. Comparando o agrupamento dos 

reatores que continham ascarel nos diferentes materiais suportes, observou-se que os reatores 

com espuma de poliuretano (5 e 6)  e com carvão vegetal (7 e 8) ficaram agrupados com 94% 

e 90% respectivamente, independente da fonte de carbono. Provavelmente, o biofilme 

formado no material suporte propiciou a formaçao de consórcio microbiano, que se 
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configurou conforme as condiçoes impostas pelo suporte. No entanto, nos reatores, com 

biomassa em suspensão isto não foi observado, mesmo porque o reator 3 ficou externo ao 

agrupamento formado, ou seja, 64% d e modificação na comunidade bacteriana, em relaçao as 

outras amostras.  

 



 

Figura 5.27 Dendograma do DGGE para Domínio Bacteria (341F e 518R Muyzer et al., 1993) do ensaio 1 – calculado pelo índice 

de similaridade de Pearson no programa Bionumerics. Concentração do gel: 45 – 65%. Reatores em suspensão:- R1 (controle), R2 

(etanol), R3 (ascarel, etanol), R4 (ascarel), R11 (etanol, formiato), R12 (ascarel, formiato);  espuma de poliuretano:- R5 (ascarel, 

etanol, formiato), R6 (ascarel, formiato), R9 (formiato); Carvão vegetal:- R7 (ascarel, etanol, formiato), R8 (ascarel, formiato), R10 

(formiato). 
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  No dendograma de DGGE para Domínio Archaea (Figura 5.28), observou-se 

alteração das populações para as diferentes condições dos reatores em batelada do ensaio de 

Potencial Metanogênico. O coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado para comparar a 

similaridade entre os reatores. Desse modo, observou-se que os grupos foram reunidos de 

acordo com os diferentes materiais suportes (espuma de poliuretano e carvão vegetal) ou 

biomassa em suspensão.  

Nos reatores com biomassa suspensa as populações metanogênicas se assemelharam 

em 89% a 98% no reator1 (controle, em suspensão e ascarel), reator 2 (suspensão com etanol), 

reator 3 (suspensão com ascarel e etanol), reator 11 (suspensão, ascarel, etanol e formiato) e 

reator 12 (suspensão, ascarel e formiato). Para o reator 4 (suspensão e ascarel) obteve-se 78% 

de similaridade em relação aos demais. Essa diferença foi observada também na produção de 

metano, ou seja, somente na condição sem co-substrato orgânico (R4), a produção de metano 

(8,2E-6 mmol CH4/gSTV) foi menor que os demais reatores, cujos valores foram de 3,0E-4 

mmol CH4/gSTV a 4,1E-4 mmol CH4/gSTV. Deve-se ressaltar que o lodo granulado 

proveniente de reator UASB usado nesse trabalho como inóculo dos reatores em batelada era 

predominantemente metanogênico (Hirasawa et al., 2007), portanto, ligeiras alterações foram 

relacionadas diretamente com a fonte orgânica, considerando-se que as arquéias 

metanogênicas encontram-se fisiologicamente no final da cadeia alimentar sob condição 

anaeróbia. Portanto, somente a carência de substrato orgânico poderá levar a alteração na 

diversidade populacional. 

Os reatores 5 (formiato, etanol e ascarel) e 9 (formiato), com biomassa imobilizada em 

espuma de poliuretano, tiveram similaridade de 94%. Portanto, a adição de etanol não refletiu 

alteração das populações de arquéias metanogênicas. Todavia, refletiu na quantidade final de 

metano; ou seja, 3,9E-4 mmol CH4/gSTV e 2,2E-4 mmol CH4/gSTV, respectivamente. 

Provavelmente, incremento adicional de acetato e H2/CO2 proveniente da metabolização do 

etanol favoreceu maior produção de metano no reator 5. 

Apesar dos reatores 5 e 9 conterem o mesmo material suporte que o reator 6, tiveram 

similaridade de 82%, provavelmente esta diferença ficou por conta da presença do tóxico, que 

interferiu indiretamente na composição da população de arquéias metanogênicas. O reator 6 

continha apenas formiato, como fonte orgânica.  
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No caso do carvão vegetal como material suporte, o agrupamento decorreu de maneira 

muito semelhante, ou seja, os dois reatores (7 e 8) que continham ascarel, tiveram 95% de 

similaridade e 89% em relação ao reator 10, que continha, somente, formiato, como fonte 

orgânica.   

As bandas de DGGE foram recortadas (Figura 5.29), somente para o Domínio 

Archaea, amplificadas por PCR e sequenciadas para identificação dos microrganismos 

metanogênicos. Considerando-se que as bandas representem, cada uma delas, uma população 

diferente, houve diferença de 22% nos padrões de banda do reator 4 para o Dominio Archaea, 

no qual a produção de metano foi menor. Porém, algumas bandas ocorreram em todos os 

reatores. Os microrganismos do Domínio Archaea que foram sequenciados a partir das bandas 

recortadas do DGGE estão descritos na Tabela 5.5. 

As duas ordens resultantes do sequenciamento das bandas do DGGE para as arquéias 

metanogênicas foram Methanosarcinales e Methanomicrobiales. Nem todas as bandas foram 

classificadas, porém observou-se que as bandas de A a G foram similares em 98% a 

Methanosaeta sp. As bandas H, J e K, foram pertencentes a ordem Methanomicrobiales, 

similares em 97% ao gênero Methanolinea sp.. A árvore filogenética foi elaborada por meio 

da análise comparativa das sequencias do  RNAr 16S das bandas do /DGGE agrupadas com 

similaridade acima de 94% (Figura 5.28).  

 A presença de Methanosaeta sp. foi marcante nas bandas iniciais (de A a G), nos 

reatores em suspensão: 12 - banda1A (ascarel e formiato); reatores com carvão vegetal: 10 - 

banda3D e 3B (formiato), reator 7 - bandas 6D e 6G (ascarel, etanol e formiato) e reator 8 – 

bandas 5E e 5F (ascarel e formiato);  reatores com espuma de poliuretano: reator 9 – banda 4B 

(formiato), reator 6 – banda 7C (ascarel e formiato). 

 

Árvore Filogenética dos reatores do Ensaio 1 (Potencial Metanogênico em diferentes 

suportes) dos membros do Domínio Archaea baseado na análise comparativa da sequencia do 

gene 16S rRNA é mostrada na Figura 5.30. 

 



 

 

Figura 5.28 Dendograma do DGGE para Domínio Archaea (1100FGC e 1400R) do ensaio 1 – calculado pelo índice de 

similaridade de Pearson no programa Bionumerics. Concentração do gel: 40 – 70%. Reatores em suspensão:- R1 (controle), R2 

(etanol), R3 (ascarel, etanol), R4 (ascarel), R11(etanol, formiato), R12 (ascarel, formiato); espuma de poliuretano:- R5 (ascarel, etanol, 

formiato), R6 (ascarel, formiato), R9 (formiato); Carvão vegetal:- R7 (ascarel, etanol, formiato), R8(ascarel, formiato), R10 (formiato). 
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Este gênero está relacionado com a metanogênese acetoclástica. O etanol pode ser 

usado por algumas bactérias anaeróbias levando a formação de acetato, provavelmente, 

favorecendo a manutenção da Methanosaeta, especialista no uso desse composto (Ramos-

Padrón et al. 2011). Os autores encontraram este gênero em estudos em poços arenosos de 

armazenamento de resíduos de extração de Betume tratado com gipsita (CaSO4.2H2O). Esses 

microrganismo também foram observados em grânulos de UASB alimentados com resíduo 

sintético de cervejaria por Kovacik et al. 2010.    

Obteve-se também similaridade de 97% com arquéias semelhantes a Methanolinea 

(Ordem Methanomicrobiales) referente a bandas 11J dos reatores 2 (suspensão com etanol), 

também identificadas pelos autores op. Cit. Ramos-Padrón et al., 2010.  

Nos reatores com espuma de poliuretano como suporte para a biomassa, reator 9 

(formiato) e reator 6 (ascarel e formiato) as bandas encontradas 4Ke 7K, respectivamente, 

foram relacionadas a Ordem Methanomicrobiales. Essas arquéias são hidrogenotróficas 

(Ramos-Padron et al., 2011, e usam formiato (equação 2) fornecido nos reatores como fonte 

de carbono. a seguir a equação da degradação deste composto: 

4 HCOOH + H2O  →  CH4 + 3 HCO3
-
  + 3 H

+ 

HCOOH  →   H2  +  CO2                                                                             equação (2) 

 

Os representantes da ordem Methanomicrobiales são responsáveis pela rota 

hidrogenotrófica da metanogênese. Condições que conferem com as impostas aos reatores, 

contendo formiato como fonte de carbono. 

Deve-se ressaltar que embora, Methanosarcina não tenha sido obtida por meio do 

recorte de bandas do DGGE, sua presença foi constatada nos exames microscópicos. 

Referem-se a arquéias metanogênicas hidrogenotróficas e acetoclásticas. Ainda, foram 

constatados também bacilos fluorescentes hidrogenotróficos, os quais produzem metano a 

partir de formiato e hidrogênio e CO2. 

. 
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Figura 5. 29 DGGE do biofilme dos reatores do ensaio 1 para o Domínio Archaea; as flechas 

indicam as bandas que foram recortadas para posterior seqüenciamento para identificação de 

arquéias  metanogênicas, denominadas a partir da combinação das letras ao lado e os números 

(em branco) acima (como exemplo a banda 4a).  

 

1236 459 8 712 11 10

4a 
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Figura 5.30  Árvore Filogenética dos reatores do Ensaio 1 (Potencial Metanogênico em diferentes suportes) dos membros do Domínio 

Archaea baseado na análise comparativa da sequencia do gene 16S rRNA - calculado de acordo com o método Neighbor-joining, 

Bootstrap (500 reamostragens) com Spirochaetes bacterium como outgroup 

 1A  3D  4B  5E  6D  7C

 AY454759.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 2C  2G  2E  5F  6G

 3B

 CU916705.1| Uncultured Methanosarcinales

 AY899826.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 AJ276397.1| Methanosaeta sp.

 HQ078317.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 HQ071918.1| Uncultured Methanomicrobiales archaeon 

 11H

 4K 7k

 GU135466.1| Uncultured Methanomicrobiales

 11J

 HM974774.1| Uncultured Methanolinea sp.

 HQ052934.1| Uncultured Methanolinea sp.

 HM635362.1| Spirochaetes bacterium
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Tabela 5.5 Relaçao das sequencias das bandas recortadas obtidas no Genbank nos reatores 1-12 (Material Suporte) 

Banda Acesso - BLAST Microrganismo Similaridade Referencia 
1A,3D,6D,4B, 

5E,7C 

AY899826 

 

Methanosaeta sp.* 

 

98% 

 

Kovacik et al. 2010 

 

 

AY454759 

 

Methanosaeta sp.* 

 

99% 

 

Piza et al., 2003 

Não publicado 

2G,6G,2C,2E,5F 

 

HQ078317 

 

Methanosaeta sp.* 

 

98% 

 

Ramos-Padrón et al., 2010 

 

 

AJ276397 

 

Methanosaeta sp.* 

 

98% 

 

Scholten et al. 2000 

 

3B 

 

CU916705 

 

Methanosarcinales archaeon* 

 

98% 

 

Riviere et al., 2008 

 

4K,7K 

 

GU135466 

 

Methanomicrobiales* 

 

98% 

 

Borrel, .2009  

Não publicado 

11H 

 

HQ071918 

 

Methanomicrobiales* 

 

94% 

 

Ramos-Padrón et al., 2010 

 

11J 

 

 

HM974774 

HQ052934 

 

Methanolinea sp.* 

Methanolinea sp.* 

 

97% 

 

 

Callbeck et al., 2010 

Ramos-Padrón et al., 2010 

 

*  (Não cultivado) 
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5.3  Solubilidade do Ascarel 

 Após a constatação da necessidade do emprego de solvente orgânico para 

solubilização do ascarel, nessa etapa da pesquisa foi realizado ensaio para eleger solvente 

apropriado para solubilizar ascarel. Para tanto, foram testados alguns solventes orgânicos, tais 

como, DMSO, dioxano, hexano, acetona, metanol, etanol, ácido acético e ácido fórmico e 

surfactantes (Triton X-100, SDS 10% e Tween 80). Análise prévia visual foi realizada após o 

acréscimo de cada solvente. Desse modo, constatou-se que ocorreu solubilização após a 

adição DMSO, dioxano, hexano e acetona. Todavia, não houve solubilização após a adição de 

metanol, etanol, ácido acético e ácido fórmico. Nessas condições houve separação das fases 

(Figura 5.31). No entanto, nos testes com adição de surfactantes houve a formação de 

emulsão.  Após a adição de meio de cultura Angelidaki ocorreu a separação de fases em quase 

todos os frascos, somente aqueles nos quais foram adicionados surfactantes, a emulsão 

continuou formada. 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 5.31 Solubilização do ascarel (a) 1 – solventes orgânicos, completa solubilização – 

2 – alcoóis e ácidos, separação das fases; (b) a seta indica a separação das fases após a 

adição do meio Angelidaki. 

Adicionou-se espuma de poliuretano ao meio de cultura Angelidaki e extrato de 

ascarel/solvente para simular a mesma condição que seria imposta ao reator anaeróbio 

horizontal de leito fixo (RAHLF) para remoção do ascarel. As amostras foram colocadas em 

estufa (30 
o
C) com agitação (150 rpm) e permaneceram durante 12 horas. Após este período, 

não foi observada separação de fase, provavelmente, devido à adsorção do ascarel à espuma 

de poliuretano (Figura 5.32). Realizou-se a extração de PCB das amostras e posterior análise 

por cromatografia gasosa (Detector de Captura de Elétrons). Os maiores picos 

1 2 
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cromatográficos de PCB obtidos do óleo ascarel foram para aquelas amostras que continham 

metanol, Triton X-100 e ácido fórmico como solvente (Tabela 5.6).  

 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 5.32 Solubilizaçao do ascarel (a) antes e (b) após adição de espuma de poliuretano 

 

Tabela 5.6 Solubilidade de Ascarel nos diferentes solventes  

Reator Solvente 

(1.0 mL) 

Solubilização 

Agitação Adição do meio Angelidaky 

1 Controle  + - 

2 DMSO  + -  

3 Dioxano  + - 

4 SDS (10%)  + + 

5 Tween 80  + + 

6 Ácido Fórmico  + - 

7 Ácido Acético   + - 

8 Metanol  + - 

9 Hexano/Acetona (1:1)  + - 

10 Etanol  + - 

11 Triton X-100 (10%)  + + 

12 Triton X-100 (1%)  + + 

13 Triton X-100 (0.1%)  + + 

14 Triton X-100 (0.01%)  + + 

15 Acetona  + - 

16 Hexano  + - 

(+) = ocorreu mistura; (-) = não ocorreu mistura. 

 

Portanto, a partir dos resultados obtidos nesses testes foi elaborado outro ensaio de 

potencial metanogênico em reator em batelada, todavia, contendo solventes e espuma de 
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poliuretano. De acordo com Fava (1996), a descloração de bifenilas foi mais efetiva quando o 

surfactante Triton X-100 foi usado como solvente, provavelmente, aumentando a 

biodisponibilidade do PCB e assim, a eficiência da sua degradação. Warner et al. (1934) 

avaliaram a solubilidade do PCB em seis solventes não polares, enquanto, Billingsley et al., 

(1999, 2002), utilizaram vários surfactantes para a solubilização de quatro congêneres de PCB 

adsorvidos em vidro, por conseguinte,  favorecendo a sua biodegradação. 

A partir da escolha de espuma de poliuretano como material suporte e das fontes de 

carbono adequadas, como etanol e formiato, a avaliação da degradação de PCB foi realizada a 

partir da produção de metano, na presença de fontes de carbono, ascarel e solventes em 

diferentes concentrações, tais como, metanol (1,6 g/L, 790 mg/L e 395 mg/L), Triton X-100 

(10% e 1%) e ácido fórmico (1,2 g/L e 600 mg/L). A combinação de acetato, etanol ou 

formiato foram adicionados como fonte de carbono para o desenvolvimento de bactérias 

anaeróbias  e arquéias metanogênicas. Destaca-se que nesses ensaios foi realizado o prévio 

esgotamento da matéria orgânica, sendo o acréscimo das fontes de carbono, solventes e 

ascarel realizado após sete dias de ensaio (Figura 5.33).  

No reator 1 (controle), o qual não continha fonte de carbono ou ascarel, não houve 

produção de metano (Tabela 5.7). Os menores valores de metano foram obtidos para a 

condição do reator 6 (Triton X-100 concentrado 10%) e reator 8 (ácido fórmico 1,2 g/L), 

respectivamente 5,2 x 10
-7

 mmolCH4/mLgSTV em 5 horas e 8,7 x 10
-7

 mmolCH4/mLgSTV 

em 2 horas. Nas demais condições, os valores obtidos da produção de metano foram muito 

semelhantes; ou seja, 2,8 x 10
-6

 mmolCH4/mLgSTV em 49 horas (R3 - etanol, formiato e 

metanol 1,6 g/L); 2,4 x 10
-6

 mmolCH4/mLgSTV em 39 horas (R4 - etanol, formiato e metanol 

790 mg/L) ; 2,1 x 10
-6

 mmolCH4/mLgSTV em 49 horas (R5 -formiato, etanol e metanol 395 

mg/L) e 2,5 x 10
-6

 mmolCH4/mLgSTV em 33 horas (R7 – etanol, formiato e Triton X-100 

1%) . Na condição nutricional com etanol, acetato e ácido fórmico (600 mg/L) (R9) obteve-se 

3,8 x 10
-6

 mmolCH4mL/gSTV em 2 horas. Neste reator foi obtido em menor tempo maior 

produção de metano, possivelmente pela presença do ácido fórmico que é um solvente que 

também pode ser utilizado como fonte e é degradado rapidamente, bem como, foi fornecido, 

também, o acetato como fonte de carbono.  

Neste ensaio os valores da produção de metano (8,2 x 10
-7

  a 3,0 x 10
-6

 

mmolCH4/mLgSTV) foram bem menores do que aqueles obtidos no ensaio 1 (8,2 x 10
-6

 a 3,8 
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x 10
-4

 mmolCH4/mLgSTV). Provavelmente, a adição de grande quantidade de solvente pode 

ter inibido a produção de metano.  

 
Figura 5.33 Produção de metano na presença de diferentes solventes em função do tempo 

  

Tabela 5.7 Velocidade máxima de metano do ensaio com solventes  

Reator Solventes Fontes de Carbono Velocidade Máxima 

(mmolCH4/mLgSTV) 

Tempo 

(horas) 

1 Controle 

 

-   

2 Controle 

 

Etanol/ Formiato 3,5 x 10
-6

 52,3 

3 Metanol 

1,6 g/L 

Etanol/ Formiato 2,8 x 10
-6

 49,2 

4 Metanol 

790 mg/L 

Etanol/ Formiato 2,4 x 10
-6

 38,6 

5 Metanol 

395 mg/L 

Etanol/ Formiato 2,1 x 10
-6

 49,2 

6 Triton 100 x 10% 

(1:1) 

Etanol/ Formiato 5,2 x 10
-7

 4,7 

7 Triton 100 x 10% 

(1:10) 

Etanol/ Formiato 2,5 x 10
-6

 33,4 

8 Acido fórmico 

1,2 g/L 

Etanol/ Acetato 8,2 x 10
-7

 2 

9 Ácido formico 

600 mg/L 

Etanol/ Acetato 3,8 x 10
-6

 2 
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O método de extração com Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica foi utilizado para extrair o 

PCB das amostras dos reatores deste ensaio. Os valores das áreas relativas de PCB foram 

plotados no programa Origin Pro8 (Figuras 5.34 a 5.41). Os valores das principais áreas 

relativas foram somados e comparados com as concentrações da curva de calibração. 

Semelhante ao ensaio anterior (Ensaio 1) obteve-se os valores das concentrações totais 

de PCB em Aroclor 1016/1260 a partir da curva de calibração (Tabela 5.8). Após quinze dias 

de operação, foram observados menores valores de PCB nos reatores 4 (Metanol 790 mg/L), 9 

(Ácido fórmico 600 mg/L) e 7 (Triton X-100 1%), respectivamente, de 80,4 mg/L (86,6% de 

remoçao), 93,2 mg/L (84,5% de remoção) e 167,7 mg/L (72,1% de remoçao). Portanto, 

semelhante aqueles resultados obtidos no ensaio 1, foi necessário a adição de co-substratos 

em concentração adequada para favorecer a degradaçao do PCB, bem como, a presença de 

material suporte, nesse caso, espuma de poliuretano, para desenvolvimento de biofilme e 

adsorção do tóxico. 

 

Tabela 5.8 Concentraçao total de PCB nos reatores em batelada 

Reatores Condição Remoção 

de PCB 

(%) 

Concentração Total de 

PCB em Aroclor 

1016/1260 

(mg/L) 

Inicial Amostra inicial 

 
- 

600,7 

1 Controle 

 
- 

- 

2 Controle/ ascarel 

* 
21,7 470,4 

 

3 Metanol * 

1,6 g/L 
60,2 239,2 

 

4 Metanol * 

790 mg/L 
86,6 80,4 

 

5 Metanol * 

395 mg/L 
58,9 246,4 

 

6 Triton 100 x 10% * 

(1:1) 
51,5 291,0 

 

7 Triton 100 x 10% * 

(1:10) 
72,1 167,7 

 

8 Acido fórmico ** 

1,2 g/L 
48,5 309,1 

 

9 Ácido fórmico ** 

600 mg/L 
84,5 93,2 

 

 Fonte de carbono (*) formiato e etanol; (**) etanol e acetato 
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Em relação ao ensaio 1, observou-se maior variação nas áreas dos picos de PCB, ou 

seja, na concentração de PCB em Aroclor 1016/1260. Provavelmente, os solventes 

contribuiram para a disponibilização do PCB no meio reacional. A partir desses últimos 

ensaios, escolheu-se a melhor condição para a alimentação do RAHLF; ou seja, espuma de 

poliuretano como material suporte para imobilização da biomassa anaeróbia, meio Angelidaki 

contendo ascarel solubilizado em Triton X-100 (1%), metanol (395 mg/L), formiato (680 

mg/L) e etanol (46 g/L).  
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Figura 5.34 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator sem solvente (com ascarel, etanol e formiato) 
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Figura 5.35 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com metanol (1,6 g/L), ascarel, etanol e formiato 
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Figura 5.36 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com metanol (790 mg/L),  ascarel, etanol e formiato 
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Figura 5.37 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com metanol (395 mg/L),  ascarel, etanol e formiato 
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Figura 5.38 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com Triton X 100 10% (1:1),  ascarel, etanol e 

formiato 
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Figura 5.39 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com Triton X 100 10% (1:10),  ascarel, etanol e 

formiato 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

0

100000

200000

300000

400000

500000

A
re

a

Tempo (minutos)

Reator 8

 

Figura 5.40 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

potencial metanogênico: Reator com Ácido fórmico (1,2 g/L),  ascarel, etanol e acetato 
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Figura 5.41 Cromatograma das áreas em função do tempo de retenção do ensaio de 

Potencial Metanogênico: Reator com Ácido fórmico (600 mg/L),  ascarel, etanol e 

acetato 

 

 

 

 As amostras desse ensaio foram analisadas em microscópio óptico de contraste de fase 

e fluorescência em duas etapas, após uma semana (Figura 5.42 e 5.43) da adição das fontes de 

carbono e do ascarel e no final do ensaio em batelada, (14 dias de operação) (Figura 5.44). 

Nas amostras foi observada A presença de morfologias semelhantes à Methanosaeta, 

Methanosarcina, cocos, cocobacilos, bacilos fluorescentes e bacilos não fluorescentes.    
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(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 5.42 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X) após uma semana: (a) e 

(b) bacilos, cocos e Methanosaeta (em contraste de fase); (c) e (d), bacilos fluorescentes (em 

fluorescência).  
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(e) 

 
(f) 

 
(g) 

 
(h) 

Figura 5.43 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X) após uma semana (em 

contraste de fase): (f), (h) Methanosaeta; (e) e (h) bacilos e cocos.  

 

 

Após uma semana, foram observados predomínio de bacilos fluorescentes, 

favorecidos, provavelmente, pela adição de formiato de sódio, como co-substrato metabólico 

(Figura 5.43). Bem como, foi possível observar diversidade de morfologias, tais como, cocos, 

bacilos, além da presença de Methanosaeta. 
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(a)  

(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 
(e)  

 
(f) 

Figura 5.44 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X) em contraste de 

fase: (a), (b) e (c) cocos, bacilos e filamentos (d) cocobacilos; (e) Methanosarcina em 

contraste de fase; (f) Methanosarcina em fluorescência; 

 

Ampla diversidade morfológica, tais como, bacilos, cocobacilos, diplococos e cistos 

caracteristicos de Methanosarcina foram visualizados nos reatores em batelada ao final da 

operação. Atentando-se para as morfologias observadas na primeira semana, a presença de 

bacilos fluorescentes foi dominante, devido à presença de fontes que favoreceram seu 

aparecimento, enquanto que a presença das Methanosarcina foi predominante, nesta segunda 
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fase de análise, devido, provavelmente, a presença do acetato e H2/CO2 (Bergey’s, 2001) 

(Tabela 5.9 e Tabela 5.10).  

 

 

 

Tabela 5.9 Frequencia das morfologias observadas nos reatores em batelada após uma semana de 

operaçao 

MORFOLOGIA                 Reatores 1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A 

Methanosarcina sp. - - - - - - - - - 

Methanosaeta sp. - ++ ++ ++ ++ - ++ ++ - 

Bacilos fluorescentes - +++ +++ +++ ++++ ++ +++ +++ +++ 

Bacilos extremidades arredondadas + ++ ++ - - +++ ++ ++ ++ 

Bacilos delgados + ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ 

Bacilos gordos - - - - - ++ - - - 

Bacilos com grânulos - ++ - - - - - - - 

Bacilos esporulados + - - - - - - - - 

Cocos (grandes) - - +++ +++ - - - - - 

Cocos em cadeia - - - - - - - ++ ++ 

Filamentos - - ++ ++ ++ - ++ ++ ++ 
  (++++) predominantes, (+++) freqüentes, (++) pouco freqüentes, (+) raros, (-) não foram observados 

 

 

Tabela 5.10 Frequencia das morfologias observadas nos reatores em batelada após duas semanas de 

operaçao 

MORFOLOGIA                 Reatores 1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A 

Methanosarcina sp. - ++ - ++ ++ - +++ - - 

Methanosaeta sp. - +++ ++ +++ - - +++ - +++ 

Bacilos fluorescentes - + ++ ++ + - ++ ++ ++ 

Bacilos com extremidades afiladas - - - - - - ++ - - 

Bacilos extremidades arredondadas - +++ +++ +++ +++ - - ++ ++ 

Bacilos delgados - - - - - - - - ++ 

Bacilos esporulados - ++ ++ - - - - ++ - 

Cocos (grandes) - - +++ +++ - - - - - 

Filamentos - +++ ++ ++ +++ - ++ ++ ++ 

Filamento septado - - ++ - - - - - - 
  (++++) predominantes, (+++) freqüentes, (++) pouco freqüentes, (+) raros, (-) não foram observados 

 

 As culturas microbianas foram identificadas utilizando-se as metodologias 

moleculares de reação em cadeia da polimerase (PCR), DGGE e seqüenciamento de 

fragmentos do gene 16S RNAr. Foi realizado PCR das amostras dos reatores para o Domínio 

Bacteria e Domínio Archaea com primers específicos pra cada grupo. Cada reator 

apresentou padrão de bandas que foi comparado com o padrão de banda presente no inóculo. 

Observou-se que não houve grandes diferenças na maioria das comunidades de cada reator 

para o Domínio Bacteria (Fig. 5.45 a), porém considerando-se que cada banda represente uma 
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população, observou-se diferença de 80% nos padrões de banda entre o reator 5 (metanol 395 

mg/L) e reator 8 (ácido fórmico 1,2 g/L). Com relação ao Domínio Archaea, observou-se 

alteração no padrão de bandas em relação ao inóculo (Figura 5.47 b), isto se deveu, 

provavelmente, ao fato que alguns solventes favoreceram o crescimento de algumas arquéias 

metanogênicas, enquanto aqueles solventes em alta concentração inibiram outras. 

  Em relação ao Dominio Bacteria (primers de Muyzer et al., 1993) observou-se que 

houve diferença no padrão de bandas do DGGE (Figura 5.46). Aparentemente foram 

formados agrupamentos com relação aos solventes utilizados. O reator 5, que continha 

ascarel, metanol (395 mg/L), etanol e formiato, foi o grupo mais distante do inóculo, ou seja, 

similaridade de 20%. Os reatores 1 (controle) e 7 (Triton X-100 1%) tiveram 91% de 

similaridade, todavia, em relação ao inóculo, a similaridade foi de 80%. No entanto, 

apresentaram 80% de similaridade com o inóculo e reator 9 (ácido fórmico – 600 mg/L), 

etanol e acetato, com 72% de similaridade destes grupos anteriores e, ainda, o reator 8 (ácido 

fórmico – 1,2 g/L), acetato e etanol, com 55% de similaridade deste ultimo. 

Os reatores 3 e 4 apresentaram  aproximadamente 90% de similaridade para Domínio 

Bacteria. Na composição desses dois reatores foi adicionado o mesmo solvente (1,6 mg/L e 

790 mg/L de metanol, respectivamente) e fontes de carbono (etanol e acetato). No entanto, 

apresentaram 78% de similaridade com o reator 2, que tinha somente ascarel, mais acetato e 

etanol, e apresentaram 70% de similaridade com o reator 6 (Triton X-100 10%), mais etanol e 

formiato.  
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(a) 

 
(b) 

Figura 5. 45 DGGE do biofilme dos reatores do ensaio de Potencial Metanogênico com diferentes solventes. (a) D. Bacteria com os primers 341 

FGC e 518 R de Muyzer (1993) e (b) D. Archaea; as flechas indicam as bandas que foram recortadas para posterior seqüenciamento e 

identificação dos grupos 
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Figura 5.46 Dendograma do DGGE para Domínio Bacteria (Muyzer, 1993) Reatores com espuma de poliuretano:- 1(controle), 2(controle 

com ascarel), 3(ascarel, metanol – 1,6 g/L), 4(ascarel, metanol - 790 mg/L), 5(ascarel, metanol – 395 mg/L), 6 (ascarel, Triton X-100 

10%  1:1), 7(ascarel, Triton X-100 10%  1:10), 8(ascarel,  ácido fórmico – 1,2 g/L), 9 (ascarel, ácido fórmico 600 mg/L). 
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Em relação ao Domínio Archaea (Figura 5.47) foi possível observar que não foi muito 

diferente do Domínio Bacteria, não ocorreu agrupamento evidente para o padrão de bandas de 

cada reator. Os reatores 6 (Triton X-100 10%) e reator 5 (metanol – 395 mg/L) apresentaram 

90% de similaridade, sendo que a única semelhança entre esses dois grupos foi a adição de 

etanol e formiato.  Provavelmente, tais substratos foram seletivos no crescimento e 

manutenção de determinadas populações. Esse grupo correlacionou em 75% de similaridade 

com aquele dos reatores 8 e 9, ambos, contendo ácido fórmico como solvente. As populações 

obtidas nos reatores 8 e 9 foram 92% similares, o que justifica esta contigüidade entre os dois 

grupos. 

Os reatores 1 e inóculo foram similares em 90%, também é justificável pela 

proximidade dos grupos, pois no reator controle não foi adicionado nenhum outro composto, 

além do meio de cultura, o que o torna muito semelhante ao inóculo inicial. No entanto, estes 

grupos apresentaram 80% de similaridade ao reator 2 (controle com as fontes etanol e 

formiato) e reator 3 (metanol 1,6 g/L, etanol e formiato). Os reatores 2 e 3 foram 92% 

similares entre si. A diferença da composição dos reatores foi fundamental na diversidade 

microbiana, alterando a sua constituição, devido à diferença entre os tipos de solventes e suas 

concentrações. Possivelmente, essas alterações estejam relacionadas ao aumento da 

biodisponibilidade dos compostos na superfície de contato da espuma e à ação dos diferentes 

solventes. Tanto, neste como no primeiro ensaio, não houve alteração evidente na população 

de arquéias metanogênicas perante a presença do tóxico.  

As bandas de DGGE para o Domínio Archaea foram recortadas e submetidas a PCR e 

sequenciamento para identificação molecular. Os microrganismos encontrados neste ensaio 

foram semelhantes ao do ensaio 1. As duas ordens encontradas de arquéias metanogênicas 

foram Methanosarcinales e Methanomicrobiales. Nem todas as bandas foram classificadas, 

entretanto observou-se que as bandas de A, B, C, D, E, F, G e H foram pertencentes a ordem 

das Methanosarcinales e gênero Methanosaeta sp., apresentando similaridade maior que 98%. 

As bandas I, J, K, L e M foram pertencentes a ordem Methanomicrobiales, gêneros 

Methanolinea e Methanoregula com similaridade acima de 97%. A árvore filogenética 

construída com base na análise comparativa das sequencias do  RNAr 16S das bandas do 

PCR/DGGE  foram agrupadas com similaridade acima de 97%  (Figura 5. 48 e Tabela 5.11).  



 

Figura 5.47 Dendograma do DGGE para Domínio Archaea (Nielsen et al., 1999) – utilizou-se o índice de similaridade de Pearson no 

programa Bionumerics. Reatores com espuma de poliuretano:- 1(controle), 2(controle com ascarel), 3(ascarel, metanol – 1,6 g/L), 

4(ascarel, metanol - 790 mg/L), 5(ascarel, metanol – 395 mg/L), 6 (ascarel, Triton X-100 10%  1:1), 6(ascarel, Triton X-100 10%  1:10), 

7(ascarel,  ácido fórmico – 1,2 g/L), 9 (ascarel, ácido fórmico 600 mg/L). 
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O genêro Methanosaeta foi predominante nas bandas iniciais (A a H) e está 

relacionado com a metanogênese acetoclástica. O referido gênero utiliza acetato para o seu 

metabolismo, produzindo metano e CO2, provavelmente, a partir da degradação do etanol, por 

algumas bactérias anaeróbias, favorecendo a manutenção dessas arquéias. Ramos-Padrón et 

al. (2011) encontraram estas arquéias metanogênicas no estudo da comunidade microbiana de 

poços arenosos usados no tratamento de resíduos de extração de betume. Estas arquéias 

também foram encontradas em lodo granulado mesófilo de reator UASB usado no tratamento 

de resíduo de indústria de produção de cerveja (Yashiro et al. 2011).. 

Os representantes da ordem Methanomicrobiales são responsáveis pela rota 

hidrogenotrófica da metanogênese. Dentro deste grupo, foram observados dois gêneros 

diferentes Methanoregula sp. e Methanolinea sp.. O primeiro gênero citado foi encontrado 

por Hubert et al. (2011) em reservatórios arenosos de petróleo, bem como em reator UASB 

(Yashiro et al., 2011). São descritos como bacilos (1,0-2,6 X 0,5 µm) de extremidades retas, 

mesófilos (30-33 
o
C) e pH ótimo entre 7,0-7,6 e utilizam formiato e hidrogênio para o seu 

crescimento (Bergeys, 2001). 

O gênero Methanolinea, também foi encontrado em grânulos de UASB usado no 

tratamento de resíduo de cervejaria (Yashiro et al., 2011). Referem-se a arquéias 

metanogênicas hidrogenotróficas na forma de bacilos multicelulares filamentosos sem 

mobilidade. Este mesmo gênero foi isolado de poços de areia tratando resíduos de extração de 

betume (Ramos-Padrón et al. 2011).. 



 
Figura 5.48  Árvore Filogenética dos reatores do Ensaio  de Potencial Metanogênico em diferentessolventes dos membros do Domínio Archaea 

baseado na análise comparativa da sequencia do gene 16S rRNA - calculado de acordo com o método Neighbor-joining (Bootstrap = 500 

reamostragens). Grupo externo utilizado foi o Thermotogales bacterium

 10i 5i

 HQ070461.1| Uncultured Methanomicrobiales archaeon

 JF789587.1| Uncultured Methanoregula sp.

 GU135467.1| Uncultured Methanomicrobiales

 AB479408.1| Uncultured Methanomicrobiales archaeon

 HQ044792.1| Uncultured Methanolinea sp.

 GU135466.1| Uncultured Methanomicrobiales
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 AB479395.1| Uncultured Methanolinea sp.
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Tabela 5.11 Relaçao das seqüências das bandas recortadas obtidas no Genbank nos reatores 1-9 (diferentes solventes) 

Banda Acesso - BLAST Microrganismo Similaridade Referencia 
10A,8A,6B,8B, 

6D,8F 

AB479409 

 

Methanosaeta sp.* 

 

99% 

 

Yashiro et al., 2011 

 

 

AY454759 

 

Methanosaeta sp.* 

 

99% 

 

Piza et al., 2003 não publ. 

 

10B,1C,7C 

 

FR832408 

HQ065951 

Archaeon* 

Methanosaeta sp.* 

98% 

 

Chaganti,S., 2010 não publ. 

Ramos-Padron et al., 2010 

5H, 10H 

 

FR832409 

HM972578 

Archaeon* 

Methanosaeta sp.* 

98% 

 

Riviere et al., 2008 

 

7l, 10M 

 

 

GU135466 

AB479395 

HQ044792 

Methanomicrobiales* 

Methanolinea sp.* 

Methanolinea sp.* 

97% 

 

Chaganti,S., 2010 

Yashiro et al. 2010 

Ramos-Padron et al., 2010 

10L, 5L 

 

JF789587 

HQ070461 

Methanoregula sp.* 

Methanomicrobiales archaeon* 

99% 

 

Hubert et al. 2011 

Ramos-Padron et al., 2010 

10J 

 

GU135467 

AB479408 

Methanomicrobiales* 

Methanomicrobiales archaeon* 98% 

Borrel, G. 2009 

Yashiro et al. 2010 

*  (Não cultivado) 

    

 



94 

 

 

5.5. Operação e monitoramento do Reator Anaeróbio Horizontal de Leito 

Fixo  

 

Após longo período de adaptação (157 dias) do reator alimentado somente com meio 

de cultura Angelidaki, solução tampão de bicarbonato de sódio 10% e fontes de carbono, 

etanol e formiato, além de metanol como solvente coadjuvante, foi introduzido o ascarel 

diluído previamente em Triton X-100 (1%). O metanol foi retirado após a observação de 

alteração de alguns dos parametros físico-químicos no RAHLF, durante o período de 

adaptaçao, como aumento da alcalinidade a ácidos voláteis e DQO, além da diminuição da 

alcalinidade a bicarbonato. 

Após a introdução do ascarel solubilizado em Triton X-100 (10%), amostras foram 

coletadas diariamente nas primeiras três semanas e depois, duas vezes por semana, para a 

realização das análises físico-químicas, incluindo ácidos e PCB total. A quantidade de ascarel 

deveria ser aumentada paulatinamente, a cada dez dias, para que o reator pudesse se adaptar a 

adição de PCB. No entanto, observou-se que parte do óleo ficava aderida à parede do reator, 

então a quantidade de ascarel não foi aumentada para evitar a obstrução da passagem da 

solução de nutrientes ao longo do reator, ou mesmo para se evitar caminhos preferenciais. 

 Os valores de sólidos totais (ST), sólidos totais voláteis (STV) e sólidos totais fixos 

(STF) do inóculo foram de 39 g/L, 32 g/L e 7 g/L, respectivamente. 

 Na alimentação do reator, foi utilizado ascarel diluído em Triton X-100 (1%) em 4 L 

de meio Angelidaki contendo as soluções estoque e fontes de carbono, Formiato (10 mM) e 

etanol (10 mM). O ascarel utilizado neste trabalho estava abaixo da concentração permitida, 

ou seja, abaixo de 50 ppm (partes por milhão).  

Os valores de pH para afluente e efluente foiçaram entre 7,0 e 8,0, mesmo após a 

adição de ascarel (Figura 5.49). Houve diminuição dos valores de pH, menores que 7,0, após 

o período de 70 dias, momento em que foi decidido retirar o metanol do meio de alimentação, 

pois a sua metabolização pelos microrganismos, aumentava a oferta de hidrogênio no meio 

contribuindo para a acidificação do reator.  
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Figura 5.49 Variaçao temporal de pH no RAHLF. A linha verde representa o início da adição 

de ascarel 

 

Não houve alterações evidentes nos valores de pH nos perfis, ao longo do reator 

(Figura 5.50). Notou-se que os valores de pH mantiveram-se entre 7,5 e 8,0, ou seja, 

estabilidade no processo de degradação foi observada ao longo do reator. O primeiro e 

segundo perfis foram realizados após 224 (67 dias após a introdução do ascarel) e 312 (155 

dias após ascarel) dias de operação do RAHLF. 

 
 

Figura 5.50 Variaçao espacial de pH do RAHLF 
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 Em relação a alcalinidade, não houve muita variação após o acréscimo de ascarel 

(Figura 5.51). Nesta fase, os valores de alcalinidade a bicarbonato passaram de 955 

mgHCO3/L para 1.942 mgHCO3/L, após uma semana, porém, na segunda quinzena os valores 

voltaram as médias anteriores, ou seja, 723 mgHCO3/L. A alcalinidade a ácidos voláteis totais 

aumentou de 149 mgHAc/L para 487 mgHAc/L e, somente, após 30 dias de operação com 

ascarel, esse valor foi de 153 mgHAc/L. Apesar da alteração constante de alcalinidade a 

ácidos voláteis ao longo do período de operação do reator após a adição do ascarel, o sistema 

manteve-se estável quanto aos outros parâmetros físico-quimicos. Gusmão (2005) avaliou a 

remoção de BTEX em RAHLF. Segundo a autora, eram obseravadas alterações constantes 

nos valores de alcalinidade a ácidos voláteis de aproximadamente 300 mgHCO3/L a 700 

mgHCO3/L. 

 

 

 



 

Figura 5.51 Variaçao temporal da alcalinidade no RAHLF 

A linha verde representa o início da adição de ascarel 
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As linhas nos gráficos de DQO representam os momentos diferenciados nas fases da 

operação do RAHLF (Figura 5.52), como a suspensão do metanol do meio de alimentação (70 

dias), quando foi adicionado ascarel (~170 dias) ao reator, além dos dois perfis realizados e 

aos duzentos dias, quando ocorreu uma trinca no reator. Nesse momento foi necessária a troca 

do reator, mantendo a biomassa na posição que se encontrava no reator quebrado, para manter 

ao máximo a condição que estava sendo aplicada ao RAHLF anteriormente a sua quebra.  

Os valores médios de DQO afluente (meio angelidaki, etanol e formiato) foram de 

1.270 mg/L. Porém, após a adição de ascarel, os valores médios aumentaram para 1.940 

mg/L. Os valores de DQO efluente, no período de adaptação do lodo no reator, foram de 260 

mg/L e 45 mg/L, respectivamente, na etapa inicial e após estabilização, antes da adição do 

ascarel. Após, acréscimo do tóxico no reator estes valores aumentaram para 128 mg/L e, 

depois de 30 dias, obteve-se 78 mg/L de DQO efluente (Figura 5.53). 

Alta eficiência de remoção de matéria orgânica foi verificada, mesmo após o 

acréscimo de ascarel, ou seja, obteve-se eficiência acima de 90% (Tabela 5.12). 

 

Tabela 5.12 Valor médio de eficiência da remoção de matéria orgânica no RAHLF 

Fases de operaçao Início com 

metanol 

Antes de 

ascarel 

Após ascarel Total 

Eficiência média 

(%) 

 

80,1 

 

84,9 

 

94,2 

 

90,7 

 

 Observou-se que a eficiência de remoçao foi maior depois que o ascarel foi 

adicionado, contrapondo a fase inicial com metanol, que levou a acidificaçao do sistema. 

Portanto, o ascarel não prejudicou consideravelmente o sistema em relação a remoção de 

matéria orgânica. 



 

Figura 5.52 Variaçao temporal da demanda Quimica de Oxigênio no RAHLF 
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Em relação à variação espacial de remoção de matéria orgânica, foi observada 

alteração significativa (Figura 5.53). No entanto, no segundo perfil, os valores encontrados 

foram menores (325 mg/L), ou seja, devido a maior estabilização do sistema nesta fase de 

operação do RAHLF (Tabela 5.13). Durante a retirada de amostra nos perfis ocorria a 

liberação de óleo, o que prejudicou os resultados nas análises, bem como, de tempos em 

tempos, ocorria a liberação de uma quantidade considerável de óleo no efluente, 

caracterizando uma alta dos valores de DQO.  

 

 

 

Figura 5.53 Variaçao espacial da DQO no RAHLF 

 

 

 

 

 

Como o ascarel foi adicionado ao RAHLF em concentrações muito baixas, no fator de 

diluição de 1:1000, não foi possível analisar a concentração final de PCBs tanto no afluente 

como no efluente. Pois, os picos dos cromatogramas eram muito baixos, semelhantes a ruídos 

e não a efetivos picos de PCBs. Portanto, este dado não pode ser analisado e os 

cromatogramas brutos das extrações realizadas nas amostras do RAHLF encontram-se no 

Anexo. 
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5.5.4 Análise da comunidade microbiana 
 

 

 É importante delinear a evolução da comunidade microbiana no reator, pois ocorreu 

visível alteração no seu aspecto durante os diferentes períodos de operação, resultante desta 

transformação. A seguir, será apresentado o desenvolvimento da comunidade microbiana 

através de fotos do RAHLF em diferentes fases (antes da adição do ascarel e nos perfis), 

microscopia óptica e microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

 

5.5.4.1 Fase de adaptação do RAHLF e após adição de ascarel 

Observou-se que, no início de operação do reator, tanto na fase de adaptação, como na 

fase inicial da adição do ascarel, a biomassa aderida à espuma de poliuretano apresentou 

coloração escura, além da presença de bolhas de gás nos interstícios do RAHLF, fase em que 

o reator se encontrava em plena atividade (Figura 5.54). 

 

 

(a) 

 

(b) 

Figura 5.54 Reator com coloração escura. (a) fase inicial de operação com ascarel; (b) início 

do acúmulo de ascarel na parede superior do RAHLF. 

 

 As morfologias que foram observadas em microscopia óptica nesta fase foram 

variadas, ou seja, bacilos, cocos, cocobacilo e muito filamentos semelhantes a Methanosaetas 

sp, principalmente na posição L/D 5 do reator (Figura 5.55). 
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(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

Figura 5.55 Morfologias observadas em microscópio óptico (2000X). (a) e (f) semelhantes a 

Methanosaetas sp.;,(b) e (e) bacilos e coco bacilos; (c) morfologia semelhante a formação 

inicial de sarcinas; (d) bacilos e filamentos. 

 

Nas amostras do RAHLF analisadas em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), 

no IFSC-USP, antes da adição de ascarel ao RAHLF, (nos pontos L/D 1, L/D 10 e L/D 14) 



103 

 

 

 

foram constatadas morfologias semelhantes a Methanosarcina, Methanosaeta, além de alguns 

cocos e diversos bacilos na formação inicial de  biofilme microbiano na espuma de 

poliuretano (Figura 5.56).  

 (a) (b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.56 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF antes do 

acréscimo de ascarel, morfologias semelhantes a (a) Methanosaeta, (b) e (c)Methanosarcina, 

(d) cocos e bacilos diversos, início da formação do biofilme na superfície da espuma de 

poliuretano(5000X). 

 

 

Foram realizados dois perfis espaciais no RAHLF, após a adição do ascarel, com 

intervalo de aproximadamente dois meses cada um. Após 200 dias de operação (40 dias após 

a adição do ascarel) observou-se o aparecimento de coloração amarelada ao redor do óleo que 
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ficou aderido à parede do reator (Figura 5.57). A porção inicial do reator adquiriu coloração 

esbranquiçada, devido à quantidade de polímero formado. 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 
(e) 

 
(f) 

Figura 5.57 Formação de biofilme ao longo do RAHLF. (a) inicio da adesão do óleo a parede 

do reator; (b) e (c) biofilme amarelado formado na porção L/D 14 e L/D 19 do reator, 

respectivamente; (d) e (e) polímero de coloração esbranquiçada; (f) biofilme colorido na parte 

central (L/D 10) do reator. 
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Após a adição de ascarel ao RAHLF as amostras foram analisadas em Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV). No primeiro perfil espacial (nos pontos de amostragens L/D 

1, L/D 5, L/D 10, L/D 14 e L/D 19) foram observadas morfologias semelhantes a 

Methanosarcina e Methanosaeta(Figura 5.58).  

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.58 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF após o 

acréscimo de ascarel, no primeiro perfil: morfologias semelhantes a (a) Methanosaeta,(L/D 

1); (b) e (c) bacilos e presença de polímero extracelular, (L/D 1 e L/D5); (d)Methanosarcina, 

(L/D 10). 

 

A presença de polímero extracelular no RAHLF foi observada em toda a sua extensão, 

o que ocorreu devido, provavelmente, ao estresse ambiental imposto aos microrganismos, 

como por exemplo, a adição de substância tóxica (Sheng et al., 2010). 

Na última saída do reator (L/D 19), observou-se a presença de óleo aderido à 

superfície da espuma e cocos semelhantes a Methanosarcina (Figura 5.59). 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.59 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF após acréscimo 

de ascarel: (a) e (b) gotículas de óleo aderidas a espuma de poliuretano na saída do reator 

(L/D 19); (c) e (d) Methanosarcina e exopolímero L/D 19. 

 

 

O biofilme formado na parede superior do reator foi escurecendo e ganhou aspecto 

alaranjado e com o tempo biofilme esverdeado foi se espalhando ao seu redor. Os biofilmes 

de coloração laranja escuro e biofilme verde predominaram da parte mediana (L/D 10) até o 

final do reator (L/D 19). No entanto, polímero esbranquiçado manteve-se na parte inicial do 

reator (L/D 1) com invasão inicial do biofilme alaranjado e do esverdeado (Figura 5.60) no 

final de operação do reator.  
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 
(e) 

 
(f) 

Figura 5.60 Formação de biofilme ao longo do RAHLF: (a) e (e) biofilme verde e laranja na 

região mediana do reator (L/D 10); (b) e (d) biofilmes alaranjado e verde na porção final do 

reator (L/D 19); (c) coleta de material para microscopia e análise de Biologia Molecular; (f) 

polímero de coloração esbranquiçada no inicio do reator (L/D 1). 

 

 

Na fase final de operação do RAHLF, após oito meses (240 dias após a adiçao do 

ascarel) observou-se coloração variando do preto, verde escuro ao alaranjado (Figura 5.61).   
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Figura 5.61 RAHLF na fase final de operação  



 No segundo perfil as amostras do RAHLF foram analisadas após a adição de ascarel, 

aproximadamente, cinco meses (312 dias de operação), nos pontos de amostragens inicial 

(L/D 1), médio (L/D 10) e final (L/D 19). Constataram-se as mesmas morfologias observadas 

anteriormente (Figuras 5.62 e 5.63).  

 
(a) (b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.62 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF após acréscimo 

de ascarel: (a) morfologias semelhantes a Methanosaeta sp.;  (b) cocobacilos e bacilos 

envoltos por exopolímeros; (c) e (d) colonização da espuma de poliuretano por Methanosaeta 

sp. e bacilos. 

 

 

 

 



110 

 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.63 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF após do 

acréscimo de ascarel: (a) e (b) morfologias semelhantes a Methanosaeta sp. na formação de 

biofilmes;  (c) e (d)bacilos envoltos por exopolímeros. 

 

 

 O biofilme formado ao redor do óleo aderido na parede do RAHLF foi analisado em 

MEV (Figuras 5.64 e Figura 5.65). Neste biofilme pôde-se observar variedade de formas e 

tamanhos de bacilos envoltos por polímero extracelular, bem como, a presença de gotículas de 

óleo envoltas por microrganismos de diferentes morfologias. 

 

 

 

 

 

 

  

 



111 

 

 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.64 Fotomicrografia eletrônica de varredura do RAHLF do biofilme do RAHLF após 

acréscimo de ascarel no segundo perfil: (a) e (b) biofilme formado ao redor das gotículas do 

óleo; (c) e (d) bacilos , filamentos, espiroquetas e exopolímero. 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 5.65 Fotomicrografia eletrônica de varredura do biofilme do RAHLF após acréscimo 

de ascarel no segundo perfil: (a), (b) e (c); bacilos envoltos por exopolímero, filamentos, 

espiroquetas e cocos; (d) biofilme formado ao redor das gotículas do óleo e morfologia 

semelhante a espiroqueta. 

 

 

 

Foi realizada microanálise (EDS), no LCE-DEMa/UFSCar, de amostra do óleo com 

biofilme. Além dos elementos naturalmente encontrados resultantes da própria análise, como 

o ouro, alguns constituintes do meio Angelidaki foram observados, tais como, sódio, cálcio e 

ferro. Também, foi encontrado cloro, que é componente do PCB (Figura 5.66). 
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Figura 5.66 Fotomicrografia do biofilme crescido ao redor do ascarel e a análise por EDS da 

amostra, na parte indicada.  

 

5.5.4.4 Análise Filogenética no RAHLF 

 

A diversidade da comunidade microbiana do biofilme do RAHLF foi analisada por 

meio do DGGE, além da identificação filogenética de bandas desse gel, nas diferentes etapas 

de operação.  
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 A estrutura da comunidade por PCR/DGGE foi analisada pela diferença de 

padrão de bandas das amostras do reator com o padrão de bandas presente no inóculo. As 

amostras foram coletadas antes da adiçao do ascarel (156 dias), no primeiro perfil (224 dias) e 

2º. Perfil (312 dias) e denominadas de entrada (L/D 1), 3ª. (L/D 10) e 5ª. (L/D 19). A Figura 

5.67 mostra o dendograma para o Dominio Archaea com primers 1100 FGC e 1400R (Kudo 

et al. 1997). A amostra número 10, denominada de suporte, foi uma amostra composta de 

todas as amostras (L/D 1, L/D5, L/D 10, L/D14 e L/D19) do reator coletadas no segundo 

perfil e a amostra 11 foi coletada do biofilme amarelado aderido a parede do RAHLF.  

Antes da adição do ascarel no RAHLF observou-se diferença no padrão de bandas 

para o Domínio Archaea, em relação ao padrão do inóculo. Isso se deveu ao fato de que a 

comunidade microbiana na entrada do reator (L/D 1) recebeu carga direta de matéria orgânica, 

ponto onde se inicia a sua degradação.   

Todavia, após a adição do ascarel, no primeiro perfil, ocorreu evidente alteração no 

padrão das bandas, pois era de se esperar que com o acréscimo de substância tóxica ocorresse 

essa alteração, que foi muito maior na entrada do reator. Muito provavelmente as populações 

que suportam melhor a presença do tóxico foram selecionadas após esta fase. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figura 5.67 Dendograma do DGGE para Domínio Archaaea do biofilme do RAHLF – (gradiente do gel 40 – 70%): i (inóculo); antes de 

acrescentar ascarel:- 1 (L/D1), 2 (L/D10) e 3 (L/D19); após acréscimo de ascarel - 1º. Perfil:- 4 (L/D1), 5 (L/D10) e 6 (L/D19);  2º. Perfil:- 7 

(L/D1), 8 (L/D10) e 9 (L/D19); 10 (biomassa composta aderida ao suporte) e 11 (biomassa do biofilme de coloração amarelada aderida ao óleo 

acumulado na parede do reator). 
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O inóculo foi o grupo mais distante, com similaridade de 40%, das outras amostras do 

RAHLF, portanto, pode-se deduzir que ocorreu alteração na diversidade de populações no 

biofilme formado no reator. Aparentemente houve a formação de três agrupamentos no 

dendograma, ou seja, a similaridade entre as amostras 3 (L/D19 antes do ascarel) e a 2 (L/D10 

antes ascarel) foi de 85% e estas tiveram  65% de similaridade com o restante do grupo. A 

similaridade entre as amostras 5 (L/D10 1º. Perfil) e 4 (L/D1 1º. Perfil) foi de 87% e a amostra 

1 (L/D1 antes do ascarel) teve  80 % de similaridade  com estas amostras.  

O outro grupo foi composto pelas amostras (9, 10, 8, 6, 11 e 7) do RAHLF que foram 

coletadas após o 2º. Perfil e, a similaridade entre elas foi de 85% a 95%. A amostra 9  (L/D 19 

2º. Perfil ) e amostra 10 (biomassa composta) foram similares em 95% e a amostra 8 (L/D 10) 

teve 93% de similaridade com estas amostras 9 e 10. No entanto, a amostra 6 (L/D19 1º. 

Perfil) teve 87% de similaridade com este grupo de amostras. A amostra 11 (biofilme amarelo 

após 2º. Perfil) teve 85% de similaridade e a amostra 7 (L/D 1 no 2º. Perfil) foi 84% similar 

com as amostras deste grupo. 

As bandas do PCR/DGGE que foram recortadas e seqüenciadas são indicadas na 

Figura 5.68. Duas Classes diferentes para o Domínio Archaea foram encontradas no 

sequenciamento do RNAr 16S das bandas do PCR/DGGE, Methanobacteria e 

Thermoplasmata. Em relação a primeira Classe, as arquéias foram relacionadas com duas 

Ordens, como nos outros ensaios, ou  seja, Methanomicrobiales e Methanosarcinales.  

Thermoplasmata referem-se a microrganismos anaeróbios facultativos e 

termoacidófilos. Em ambiente natural requerem matéria em decomposição para o seu 

crescimento  (Bergeys, 2001). Este grupo foi encontrado na banda 9A (L/D19 2º. Perfil) com 

98% de similaridade, provavelmente, a constante alteraçao na alcalinidade a ácidos volateis 

que foi observada no reator pode ter favorecido o aparecimento deste grupo, como também, 

por estar num tempo de operação do reator bem adiantado; além disso, a matéria orgânica em 

decomposiçao pode ter contribuído para o seu desenvolvimento. 

As bandas 10B (amostra composta 2º. Perfil), 5F (L/D10 1º. Perfil), 6F (L/D19 1º. 

Perfil), 11F (biofilme) e 2G (L/D10 antes do ascarel), foram similares a microrganismos 

pertencentes a Ordem Methanomicrobiales, especificamente ao gênero Methanolinea sp. e a 

um consórcio degradador de tolueno. Este gênero foi encontrado em estudos de poços 
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arenosos de armazenamento de resíduos de extração Betume, tratados com gipsita 

(CaSO4.2H2O), Ramos-Padron et al. (2011). As arquéias pertencentes a este grupo são 

hidrogênotróficas, portanto,  a adição de formiato favoreceu a sua manutenção no reator. 

As bandas 6C (L/D19 1º. Perfil), 9C e 9E (L/D19 2º. Perfil), 2C (L/D10 antes do 

ascarel), 7E (L/D1 2º. Perfil), 1E 9L/D1 antes do ascarel) 4E (L/D1 1º. Perfil) , 8E (L/D10 2º. 

Perfil) e 11E (biofilme), foram relacionadas a microrganismos da Ordem Methanosarcinales. 

O gênero Methanosaeta que predominou em todas as fases de operação do RAHLF, são os 

principais consumidores de acetato e estão relacionados com a metanogênese acetoclástica. O 

acetato, proveniente da degradação anaeróbia do etanol, beneficiou a manutenção desta 

população microbiana. 

O genero Methanosarcina sp. não foi encontrado entre as bandas sequenciadas, porém, 

foram observados em exames microscópicos realizados nas amostras do reator. A relação das 

sequências das bandas obtidas no Genbank (NCBI) está incluída na Tabela 5.16.  A partir da 

análise comparativa da sequência do gene 16S rRNA foi  construída a arvore filogenética 

(Figura 5.69 ).  
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Figura 5.68 DGGE das diferentes fases e trechos (L/D) do RAHLF – Domínio Archaea (40% 

- 70%). As flechas indicam as bandas que foram recortadas, denominadas a partir da 

combinação das letras ao lado e os números acima: i (inóculo); antes de acrescentar ascarel:- 1 

(L/D 1), 2 (L/D 10) e 3 (L/D 19); após acréscimo de ascarel - 1º. Perfil:- 4 (L/D 1), 5 (L/D 10) 

e 6 (L/D 19);  2º. Perfil:- 7 (L/D 1), 8 (L/D 10) e 9 (L/D 19); 10 (biomassa composta aderida 

ao suporte) e 11 (biomassa do biofilme de coloração amarelada aderida ao óleo acumulado na 

parede do reator). 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 5.69 Árvore Filogenética das amostras do RAHLF para o Domínio Archaea baseado na análise comparativa da sequencia do gene 16S 

rRNA - calculado de acordo com o método Neighbor-joining (Bootstrap = 500 reamostragens). 

 9E 7E 1E 4E 5E 8E 11E

 HQ062777.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 NR_028242.1| Methanosaeta concilii Opfikon

 HQ054226.1| Uncultured Methanolinea sp.

 HQ057277.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 6C 9C 2C

 AY454759.1| Uncultured Methanosaeta sp.

 HQ095638.1| Uncultured Methanolinea sp.

 5F

 11F

 6F

 HQ063663.1| Uncultured Methanomicrobiales archaeon

 AF423187.1| Toluene-degrading methanogenic consortium archaeon M1

 2G

 GU584022.1| Uncultured archaeon isolate DGGE gel band A1

 HM974774.1| Uncultured Methanolinea sp.

 HQ072488.1| Uncultured Methanolinea sp.

 10B

 AB479406.1| Uncultured Methanolinea sp.

 HM971820.1| Uncultured Thermoplasmata archaeon

 9A

 HQ091499.1| Uncultured Thermoplasmata archaeon

 HM003101.1| Thermotogales bacterium
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Tabela 5.13 Relação das seqüências das bandas recortadas obtidas no Genbank do DGGE do RAHLF para o Domínio Archaea 

Banda 

Acesso - 

BLAST Microrganismo Similaridade Referencia 

9A HQ091499 Thermoplasmata archaeon* 99% Ramos-Padron et al., 2010 

 

HM971820 Thermoplasmata archaeon* 98% Callbeck et al., 2010 sub. diret. 

6C, 9C, 2C 

 

AY454759 

HQ057277 

Methanosaeta sp.* 

Methanosaeta sp.* 

100% 

99% 

Piza et al., 2003 

Ramos-Padron et al., 2010 

9E, 7E, 1E, 4E 

8E, 11E 

HQ062777 

NR_028242 

Methanosaeta sp.* 

Methanosaeta concilii Opfikon 

99% 

 

Ramos-Padron et al., 2010 

Eggen et al. 2009 

5F HQ095638 Methanolinea sp.* 97% Ramos-Padron et al., 2010 

11F HQ054226 Methanolinea sp.* 94% Ramos-Padron et al., 2010 

2G 

 

HM974774 

HQ072488 

Methanolinea sp.* 

Methanolinea sp.* 

96% 

97% 

Callbeck et al., 2010 

Ramos-Padron et al., 2010 

6F 

 

HQ063663 

 

AF423187 

Methanomicrobiales archaeon* 

Consórcio metanogênico 

degradador deTolueno archaeon 

92% 

 

91% 

Ramos-Padron et al., 2010 

 

Ficker et al. 1999 

10B 

 

AB479406 

GU584022 

Methanolinea sp.* 

Archaeon* DGGE band 99% 

Yashiro et al. 2011 

Pan et al. 2011 (não publicado) 

*  (Não cultivado) 

     



 Para o Dominio Bacteria foram utilizados, inicialmente primers genéricos (968FGC e 

1392R) proposto por Nielsen et al. (1999), para a realização do PCR/DGGE (Anexo III). As 

bandas foram recortadas, porém, não foi possível a sua amplificação por PCR, mesmo após 

várias tentativas de modificações no procedimento, como adição de tampão (10 mM Tris-

HCI, pH 8,0), alteração no tempo de anelamento na PCR, bem como, na concentração de 

template.  

Portanto, os primers 341 FGC e 518 R (Muyzer et al., 1993) foram utilizados para a 

realização do PCR/DGGE, gradiente 45-65% (Figura 5.70) seguido de recorte das bandas e 

posterior seqüenciamento do  RNAr 16S. 

Para o Dominio Bacteria foram coletadas amostras de biomassa do RAHLF antes e 

depois da adição do ascarel, nos perfis e após sete meses de operação, momento no qual o 

biofilme esverdeado encontrava-se por toda a extensão do reator (amostra 4). 

 
 

Figura 5.70 DGGE para o Domínio Bacteria45-65% (341FGC e 518R)  

 

 

i  inóculo 

1 amostra composta      

2 biofilmeamarelo 

3 biofilme laranja   

4 biofilme verde  

5 ponto L/D1  

6 ponto L/D10  

7 ponto L/D19 

8 ponto L/D1 

9 ponto L/D10 

10 ponto L/D19 

11 ponto L/D1 

12 ponto L/D10 

 

370 dias 

312 dias 

Antes ascarel 

1º. Perfil 

2º. Perfil 
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  Notou-se que a amostra 4 (biofilme esverdeado) teve padrão de bandas muito 

diferente das demais; ou seja, aproximadamente 5 bandas. A amostra 7, (L/D 19 antes do 

ascarel), tambem observou-se padrão diferente, provavelmente, ocorreu alteração das 

populações devido as características hidrodinâmicas do reator e, por conseguinte, diferente 

distribuiçào da matéria orgânica.   

No dendograma realizado para o Domínio Bacteria (primers de Muyzer et al., 1993) 

(Figura 5.71) notou-se que as amostras 4 (biofilme esverdeado 370 dias) e 7 (L/D 19 antes do 

ascarel) tiveram 98% de similaridade, com a amostra 6 (L/D 10 antes do ascarel), que tiveram 

93% de similaridade e 92%  com a amostra 5 (L/D 1 antes do ascarel). A amostra1 (composta) 

teve 95% de similaridade com a amostra 2 (biofilme amarelado) e estas duas amostras tiveram 

90% de similaridade com o grupo acima (amostras 4,7,6 e 5), os quais tiveram 89% de 

similaridade com o biofilme alaranjado coletado aos 370 dias de operação do RAHLF. 

Um segundo agrupamento formado no dendograma mostrou que as amostras do 1º. 

Perfil, 10 e 9 (L/D 19 e L/D 10, respectivamente), obtiveram uma similaridade de 94% e a 

amostra 8 (L/D 1), também do 1º. Perfil), teve  93% de similaridade com estas amostras e 

91% com a amostra 12 (L/D 10) do 2º. Perfil. A amostra 11 (L/D1), coletada no 2º. Perfil 

ficou fora destes grupos com 86% de similaridade.  

As alterações do padrão de bandas das amostras podem estar relacionadas ao aumento 

da biodisponibilidade dos compostos na superfície da espuma e nas diferentes porções do 

reator, bem como, aos subprodutos formados resultantes da biodegradação nas diferentes 

partes do RAHLF.  Pode-se observar que a comunidade do biofilme do reator sofreu alteração 

com a adição do tóxico, pois houve evidente alteração no padrão de bandas após a adição do 

óleo ascarel. 
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Figura 5.71 Dendograma do DGGE para Domínio Bacteria (45 – 65%)  do RAHLF –: i (inóculo); 1 (biomassa composta aderida ao suporte), 2 

(biomassa do biofilme de coloração amarelada aderida ao óleo acumulado na parede do reator), 3(biofilme alaranjado), 4 (Biofilme esverdeado); 

antes de acrescentar ascarel:- 5 (L/D1), 6 (L/D 10) e 7 (L/D 19); após acréscimo de ascarel - 1º. Perfil:- 8 (L/D 1), 9 (L/D 10) e 10 (L/D 19);  2º. 

Perfil:- 11(L/D 1), 12 (L/D 10).  

Cosine coefficient (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

dgc5ma4 ReCorrea

1
0
0

9
8

9
6

9
4

9
2

9
0

8
8

8
6

dgc5ma4 ReCorrea

4

7

6

5

2

1

3

10

9

8

12

11

i



124 

 

 

 

Do DGGE foram recortadas e sequenciadas quarenta e seis bandas e apenas vinte 

bandas foram recuperadas e relacionadas aos grupos microbianos (Tabela 5.14). As bandas 

recortadas foram numeradas de 1 a 12 e ordenadas para cada amostra, em letras na ordem de 

A, B, C, em diante. 

 As bandas obtidas foram associadas aos Filos Spirochaetas (Classe Spirochaetes), 

Thermotogae (Thermotogae), Firmicutes (Clostridia), Proteobacteria (Classes: 

Betaproteobacteria, Gamaproteobacteria e Deltaproteobacteria), Synergistes (Synergistia), 

Chlorofexi (Choroflexi), Chlorobi (Chlorobia) e a bactérias não cultivadas. 

Chloroflexi são bacterias fototróficas verdes não sulfurosas, tipicamente filamentosas 

(95 % de similaridade). Tais bactérias realizam fotossíntese anoxigênica, são conhecidas 

como o principal grupo de bactérias capazes de degradar compostos clorados. Este grupo foi 

relacionado às bandas resultantes da amostras do biofilme amarelado (amostra 2) formado ao 

redor do óleo que ficou aderido à parede do RAHLF e coletado após o segundo perfil. 

Provavelmente, estas bactérias utilizaram PCB do óleo ascarel. Segundo Bedard (2007), a 

principal Classe de microrganismos que degrada PCB é Dehalococoidetes, a qual faz parte do 

Filo Chloroflexi. Nesta mesma amostra, também foram relatados grupos de microrganismos 

pertencentes a Classe Spirochaetes, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria e bacteria não 

cultivadas. 

Uma bactéria não cultivada (95 % de similaridade) foi relacionada à banda 2D 

(biofilme amarelo), proveniente de sedimento de rio e marinho,  submetidos a bioestimulaçao 

e bioaumentaçao com compostos clorados (dibenzo-dioxinas e furanos policlorados), Ahn et 

al. (2008). Provavelmente, tais bactérias foram também capazes de usar PCB contidos no 

ascarel. Na amostra 1 (biomassa composta do reator), foram encontrados os Filos 

Proteobacteria (delta/epsillon subdivisão – Classe Deltaproteobacteria), Proteobacteria (Classe 

Betaproteobacteria) e Firmicutes (Clostridia). Pelobacter sp. foi relacionado ao crescimento 

de biofilme em reator UASB utilizado no tratamento de  água resíduária de cervejaria 

(Fernandez et al., 2008). As Classes Beta, Gamma, Delta e Epsilon, do Filo Proteobacteria 

foram relacionadas ao período de consolidação de biofilme, por serem grupo com 

metabolismo diversificado. Nesta mesma amostra, um outro grupo da Classe 
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Betaproteobacteria, pertencente a Familia Camamonadaceae foi relacionado a amostra 

costeira marinha (Mou et al. 2008). 

Dethiosulfatibacter sp. (96% similaridade) pertencente ao Filo Firmicutes foi 

encontrado na amostra de biomassa composta e foi relatado em cultura enriquecida com 

compostos organoclorados, tais como, 1,2,4-triclorodibenzo-p-dioxina, conjuntamente com 

Dehalococcoides, principal grupo capaz de degradar os PCB (Bunge et al. 2008). 

 Embora os resultados do DGGE realizados com os primers de Muyzer et al. 1993, para 

o gradiente 40-70%, não terem sido utilizados neste trabalho, vale a pena salientar que 

algumas das bandas foram sequenciadas, entre elas aquelas das amostras 3 (biofilme laranja) e 

4 (biofilme verde). Tais amostras foram relacionadas à Familia Chlorobiaceae, gênero 

Chlorobium sp. com 93% de similaridade a amostras estudadas no Lago Shira (Rússia) por 

Lunina et al. (2007). Referem-se a bacterias fototróficas anoxigênicas, apresentam 

clorossomos como aparato para a realização da fotossíntese (acesso GenBank EF153291). 

Essa mesma Familia Chlorobiaceae também foi encontrada nas amostras 4 e 9 do 

DGGE (gradiente 45-65%). Ambas as amostras foram coletadas após o segundo perfil, 

quando o reator já apresentava o desenvolvimento de biofilme de coloraçao esverdeada, o que 

pode ser explicado pela presença desse grupo de bactérias fototróficas anoxigênicas. 

A ordem Termotogales foi observada nas amostras 1, 9 e 10 e foram similares a 

microrganismos pertencentes a Termotogales mesófilos que podem se desenvolver em 

temperaturas abaixo de 46 
o
C, em reservatórios de óleo e ambientes contaminados com 

hidrocarbonetos (Nesbø et al., 2010). O ascarel é um óleo constituído não só por PCB e TCB 

(triclorobenzenos), mas também por hidrocarbonetos, o que pode levar a crer que este grupo 

esteja envolvido na degradaçao destes compostos do óleo. 

A amostra 9 que foi coletada no primeiro perfil apresentou similaridade (94%) com 

representantes da Ordem Methylococcales (Kwon et al. 2010), especificamente com 

Methylomonas sp., as quais usam metano, que certamente estava sendo produzido no RAHLF 

durante esta fase de operação. 
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A árvore Filogenética do RAHLF dos membros do Domínio Bacteria foi baseada na 

análise comparativa da sequência do gene 16S rRNA e calculada de acordo com o método 

Neighbor-joining (Figura 5.72).  Ampla variedade de Filos foi encontrada no reator, o que 

denota que  consórcio microbiano foi desenvolvido no reator e houve alteraçao dos grupos 

microbianos nas diferentes fases de operaçao. 

 

Silva et al. 2011 analisou, por meio de clonagem e seqüenciamento, a comunidade 

microbiana do biofilme formado ao redor do óleo que ficou aderido à parede do reator. 

Segunda a autora, foram analisados 78 clones relacionados aos Filos Thermotogae (29,5%), 

Proteobacteria (15,4%), Firmicutes (7,7%), Synergistetes (5,1%), Spirochaetes (3,8%), 

Aminanaerobia (3,8%), Deferribacteres (1,3%), Cholori (1,3%) Chloroflexi (1,3%), além de 

30,8% de bactéria não cultivada. Esses grupos foram coerentes com os resultados obtidos no 

presente trabalho, pois apenas os Filos Synergistes, Deferribacteres e Aminanaerobia não 

foram encontrados nos resultados do seqüenciamento das bandas que foram recortadas do 

DGGE com primers de Muyzer et al. (1993).  
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Figura 5.72 Árvore Filogenética do RAHLF dos membros do Domínio Bacteria  baseado na 

análise comparativa da sequência do gene 16S rRNA - calculado de acordo com o método 

Neighbor-joining.(Bootstrap = 500 reamostragens)

 AB231802.1| Anaerobic syntrophic bacterium

 AB624452.2| Uncultured Geobacteraceae bacterium

 2A

 FJ393123.1| Uncultured Geobacter sp.

 AB240197.1| Uncultured Desulfuromonas sp.

 1A

 AY692043.1| Uncultured Pelobacter sp.

 9C

 GU489451.1| Uncultured bacterium

 AB538964.1| Methylomonas sp.

 EF396162.1| Uncultured Clostridium sp.

 DQ196609.1| Uncultured Thermoanaerobacterales bacterium

 JF262044.1| Thermoanaerobacterales bacterium

 AM933654.1| Dethiosulfatibacter sp.

 9E1D

 GU914087.1| Uncultured bacterium

 EF663573.1| Uncultured Curvibacter sp.

 EU300415.1| Uncultured Comamonadaceae bacterium clone GASP-KC3W1_E05

 DQ880968.1| Uncultured Comamonadaceae bacterium

 2F

 FN567656.1| Uncultured bacterium

 10A

 AY654310.1| Uncultured bacterium

 1C

 2B

 9H 1J 10B

 EF665460.1| Uncultured delta proteobacterium

 11A

 HM635362.1| Spirochaetes bacterium

 HQ689210.1| Uncultured Spirochaetaceae bacterium

 2D

 EU478452.1| Uncultured bacterium isolate DGGE

 1B

 2E

 FN550769.1| Uncultured bacterium DGGE

 2G

 3D 9A

 EF153291.1| Chlorobium sp. ShCl03

 DQ407406.1| Uncultured bacterium clone tpb-16-234-E01

 AM749878.1| Uncultured Chlorobiaceae bacterium

 HM003101.1| Thermotogales bacterium

 HQ857643.1| Uncultured Chloroflexi bacterium

 JF727741.1| Uncultured Chloroflexi bacterium

 HQ072488.1| Uncultured Methanolinea sp.OUTGROUP
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Tabla 5.14 Relação das seqüências das bandas recortadas obtidas no Genbank do DGGE do RAHLF (Domínio Bacteria) 

Bandas BLAST Microrganismo Similaridade Referência 

1A   
AY692043  

AB240197 

Pelobacter sp. * 

Desulfuromonas sp.* 
92% 

Fernandez et al. 2008  não publicado 

Huang et al. 2005 não publ. e Chen, C. 2005  

1B 
DQ880968 

EF663573   

Comamonadaceae bacterium* 

Curvibacter sp.* 

95% 

100% 

Mou et al. 2008 

Jangid et al. 2007 submissão direta 

1C  
 EF396162  

JF262044 

Clostridium sp. isolate DGGE* 

Thermoanaerobacterales bacterium  
97% 

Liu et al. 2011  

Slobodkina et al. 2011 não publicado 

9E  GU914087 bacterium*  91% Quan,Z.-X, 2010 não publicado 

1D   AM933654  Dethiosulfatibacter sp. 96% Bunge et al. 2008 

2A  
AB231802 

AB624452 

Anaerobic syntrophic bacterium 

Geobacteraceae bacterium* 
98% 

Chen et al., 2005 não puplicado 

Nakasaki et al. 2011 não publicado 

2B  
HQ857643  

JF727741 

Chloroflexi bacterium* 

Chloroflexi bacterium * 
95% 

Wang et al. 2011  

 

2D   EU478452  bacterium isolate DGGE* 95% Ahn et al. 2008 

2E   
FJ393123 

EF665460 

Geobacter sp. clone MFC-B162-F09* 

Delta proteobacterium * 
97% 

Borole et al. 2010 submissão direta 

Jangid et al. 2007 não publicado 

2F  
EU300415 

FN567656 

Comamonadaceae bacterium* 

bacterium * 

93% 

94% 

Jangid et al. 2007  

Liu et al. 2011 

2G   
FN550769 

 DQ407406 

bacterium * 

bacterium* 

96% 

95% 

Cornish, S. L. 2010  

Tang et al. 2007 

3D, 9A  
AM749878   

EF153291 

Chlorobiaceae bacterium* 

Chlorobium sp. ShCl03 

93% 

93% 

Casamayor et al. 2007 não publ.; Barberan, A. 2007  

Lunina et al. 2009 

11A   
 HQ689210 

HM635362 

Spirochaetes bacterium* 

Spirochaetes bacterium 
95% 

Cheng et al. 2010 não publicado 

Nelson et al. 2010 não publicado 

1J, 9H 

10B 

HM003101 

GQ203636 

Thermotogales bacterium 

bacterium* 

100% 

93% 

 Nesbo et al., 2010 

Li,Y., 2009não publicado 

     

9C  
GU489451  

AB538964 

 bacterium* 

Methylomonas sp. 

96% 

94% 

Kwon et al..2010 

Ogiso et al..2009 não publicado 

10A AY654310 bacterium* 94% Godonet al., 2004 

*não cultivados 

 



6. CONCLUSÕES 

 

 O método de extração adaptado de Quensen et al. (1988), 

Hexano/H2SO4/Florisil/Sílica foi efetivo na extração de PCB. 

 

 A presença de ascarel não interferiu na produção de metano nos reatores em 

batelada. 

 

 A remoção de PCB foi de 86% nos reatores em batelada contendo espuma de 

poliuretano, etanol e formiato, como fonte de carbono e metanol (790 mg/L) 

como solvente, de 85% nos reatores com ácido fórmico (600 mg/L) como 

solvente e etanol e acetato como fonte de carbono e de 72% com solvente 

Triton X-100 e etanol e formiato, como fonte de carbono. 

 

 A adição de fontes de carbono alternativas pode ser necessária para auxiliar na 

remoção de PCB, bem como, o acréscimo de solventes capazes de solubilizar o 

ascarel.  

 

 A biomassa aderida a um suporte, bem como a adição de Triton X-100 

contribuiu para a biodisponibilidade dos compostos para os microrganismos e 

possibilitar a degradação do PCB presente no ascarel. 

 

 Das análises das sequencias do gene 16S RNAr, a partir das bandas do DGGE, 

verificou-se a presença de uma grande variedade microbiana, como os Filos 

Spirochaetas, Thermotogae, Firmicutes, Proteobacteria(Betaproteobacteria, 

Gamaproteobacteria e Deltaproteobacteria), Synergistes, Chlorofexi, Chlorobi 

e muitas bacterias ainda não cultivadas. 

 

 Grupos microbianos, tais como Chloroflexi, que estão relacionados a 

degradação de PCB, foram encontrados em bandas seqüenciadas das amostras 

do biofilme amarelado desenvolvido ao redor do óleo aderido a parede do 

RAHLF. 
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 As arquéias metanogênicas Methanosaeta sp. e Methanolinea sp., relacionadas 

com a metanogenese acetoclástica e hidrogenotrófica, respectivamente, 

estiveram presentes nos reatores.   

 

 A remoção de matéria orgânica no RAHLF manteve-se elevada mesmo após a 

adição de ascarel. 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Realizar ensaios com padrões Aroclor  

 Analisar o PCB em CG/MS (cromatografia gasosa com espectrômetro 

de massa) 

 Realizar os testes de adsorção com padrões Aroclor 

 Alimentar o RAHLF com concentrações conhecidas de padrões 

Aroclor 

 Utilizar primers específicos para bactérias degradadoras de PCB 
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ANEXO I 

 

 

 

 

(a) Extração Hexano/Florisil/Silica 

 

(b) Hexano/Florisil 
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(c) Método de Quensen (1988) 

 

(d) Hexano/ácido sulfúrico/Florisil/Sílica 

Cromatogramas dos diferentes métodos de extração que foram testados inicialmente: 

(a) Método de Hexano(extração)/Florisil/Silica (purificação); (b) Método de Hexano/Florisil; 

(c) Método de Quensen et al. (1988); (d) Método de Hexano/Ácido Sulfúrico 

(extração)/Florisil/Sílica (purificação) 
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Cromatograma do Padrão Aroclor 1260 (2mg/L) com alta cloração 

 

 

 

Cromatograma do Padrão Aroclor 1016 (2mg/L) com baixa cloração 
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Valores médios de metano (mmoles/gSTV) do ensaio sem esgotamento da M.O. 

Tempo 

horas R1 R2 R3 R4 R5 R R7 R8 R9 R10 

22 0,000345 0,006375 0,006914 0,00193 0,006527 0,005124 0,007246 0,002504 0,002759 0,003073 

44 0,000537 0,021128 0,021162 0,00219 0,018671 0,014008 0,022123 0,003393 0,003268 0,003703 

67 0,000639 0,035303 0,035496 0,002176 0,036326 0,024666 0,037352 0,003679 0,003385 0,003703 

90 0,000481 0,034897 0,039683 0,002251 0,040922 0,003489 0,02942 0,00386 0,003592 0,003801 

119 0,000906 0,037051 0,042343 0,00245 0,042083 0,003922 0,030503 0,003767 0,004063 0,004134 

142 0,001016 0,038678 0,043346 0,002565 0,044036 0,004209 0,030826 0,004098 0,004316 0,004301 

163 0,001083 0,037201 0,042095 0,00258 0,042867 0,004236 0,029468 0,004136 0,004457 0,00431 

186 0,001182 0,035957 0,03897 0,002585 0,036796 0,00436 0,027925 0,004586 0,004501 0,004152 

215 0,00121 0,035225 0,036959 0,002544 0,035008 0,004445 0,025908 0,004129 0,004653 0,004097 

239 0,001232 0,033154 0,034846 0,002528 0,03339 0,004426 0,025333 0,004033 0,004524 0,003917 

262 0,001353 0,033168 0,034868 0,00269 0,030145 0,00465 0,025563 0,004442 0,004974 0,004148 

287 0,001546 0,036415 0,037517 0,003002 0,030145 0,005179 0,027318 0,004812 0,005565 0,004462 

306 0,001613 0,036576 0,037035 0,003073 0,030145 0,005403 0,027406 0,004318 0,005746 0,004562 

 

Valores médios de metano (mmoles/gSTV) do ensaio com esgotamento da M.O. 
Tempo 

horas 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 

2.0 0.00007 0.00016 0.00016 0.00021 0.00074 0.00056 0.00075 0.00079 0.00054 0.00057 0.00046 0.00043 

4.0 0.00012 0.00040 0.00041 0.00024 0.00121 0.00099 0.00128 0.00125 0.00104 0.00113 0.00102 0.00101 

6.0 0.00014 0.00064 0.00065 0.00026 0.00173 0.00146 0.00182 0.00168 0.00152 0.00163 0.00150 0.00145 

8.2 0.00016 0.00094 0.00088 0.00026 0.00223 0.00190 0.00227 0.00208 0.00194 0.00204 0.00193 0.00183 

10.2 0.00019 0.00121 0.00116 0.00029 0.00260 0.00213 0.00257 0.00240 0.00205 0.00224 0.00231 0.00204 

12.1 0.00020 0.00171 0.00162 0.00032 0.00322 0.00233 0.00312 0.00277 0.00228 0.00247 0.00296 0.00220 

16.3 0.00021 0.00230 0.00223 0.00027 0.00296 0.00205 0.00280 0.00219 0.00173 0.00195 0.00278 0.00172 

21.3 0.00017 0.00241 0.00237 0.00024 0.00357 0.00188 0.00330 0.00229 0.00176 0.00204 0.00267 0.00133 

40.5 0.00026 0.00720 0.00770 0.00046 0.00871 0.00224 0.00819 0.00259 0.00213 0.00247 0.00914 0.00222 

47.5 0.00030 0.00986 0.01010 0.00051 0.01205 0.00242 0.01023 0.00280 0.00221 0.00266 0.01214 0.00232 

55.2   0.01177 0.01278   0.01389   0.01086       0.01371   

67.2 0.00031 0.01541 0.01738 0.00056 0.01898 0.00233 0.01164 0.00270 0.00222 0.00257 0.02003 0.00231 

79.2   0.02189 0.02122   0.02160   0.01331       0.02219   

92.1 0.00038 0.02190 0.01927 0.00065 0.02108 0.00250 0.01358 0.00282 0.00224 0.00282 0.02493 0.00233 

98.5   0.02389 0.02255   0.02423   0.01385       0.02549   

141.2   0.02324 0.02219   0.02333   0.01399       0.02326   

164.2 0.00050 0.02252 0.02154 0.00091 0.02118 0.00271 0.01455 0.00310 0.00252 0.00271 0.02458 0.00228 

187.5   0.02105 0.02124   0.01983   0.01430       0.02322   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



148 

 

 

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

0

100000

200000

300000

400000

500000

A
re

a

Tempo de Retencao (Minutos)

Metodo Hexano/Florisil/Silica (b)

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

0

100000

200000

300000

400000

500000

A
re

a

Tempo de Retencao (Minutos)

Metodo de Quensen (b)

 



149 

 

 

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

0

100000

200000

300000

400000

500000
A

re
a

Tempo de Retencao (Minutos)

Metodo Hexano/Florisil/Silica (b)

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

0

100000

200000

300000

400000

500000

A
re

a

Tempo de Retencao (Minutos)

Metodo Hexano/H2SO4/Florisil/Silica (b)

 
 



150 

 

 

 
 

DGGE das amostras dos reatores para o Dominio Bacteria (968 FGC e 1392 R), Nielsen et al. 

(1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 


